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Resumen 
En Colombia, la floricultura es un sector agro-industrial importante, que genera residuos 
de flores que aún no se han valorizado, a pesar de que las cantidades producidas luego del 
corte y post-cosecha, en cultivos como crisantemo (Chrysanthemum, Dendranthema 
grandiflora) y rosa (Rosa spp.), son muy grandes. En este trabajo se estudió por primera 
vez la degradación de estos residuos usando los hongos de podredumbre blanca Pleurotus 
ostreatus, Trametes versicolor y Phanerochaete chrysosporium. Se investigó, a nivel de 
matraz de 250 mL, el efecto del co-cultivo de estos hongos sobre residuos de crisantemo, y 
se estableció que el cultivo de P. ostreatus, fue el que mayor degradación produjo. 
Posteriormente se estudió el efecto de las concentraciones de residuo, sulfatos de cobre y 
manganeso, y el pH sobre la degradación de residuos de crisantemo y rosa medida a través 
de la concentración de azúcares reductores, y se encontró que a las mejores condiciones en 
el intervalo evaluado, la concentración de azúcares reductores máxima fue 16.5 g/L y 17.9 
g/L, respectivamente, en 24 horas. Los porcentajes de hidrólisis máximos fueron 45% para 
crisantemo y 37% para rosa. A nivel de reactor de 1.5 L se evaluó el efecto del la 
aireación, encontrándose que para los dos residuos inyectar 2 vvm de aire incrementó la 
concentración de azúcares reductores a 21.2 g/L y 22.1 g/L, respectivamente, que 
corresponden a porcentajes de hidrólisis de 58% y 46%. También se estudió la actividad 
enzimática de endoglucanasa, celobiohidrolasa, β-glucosidasa, manganeso peroxidasa y 
lacasa, hallándose la expresión de todas las enzimas en los dos residuos, destacándose, en 
los cultivos con crisantemo, la actividad de  β-glucosidasa (9513.0 U/L) y lacasa (4693.4 
U/L) Finalmente, se exploró el aprovechamiento del hidrolizado de la degradación de los 
residuos de crisantemo para la producción de etanol, con Saccharomyces cerevisiae, y se 
obtuvo un rendimiento de 84% con respecto del etanol teórico. 
 
Palabras clave: Residuos de floricultura, Pleurotus ostreatus, Lignocelulosa, Lacasa, β-
glucosidasa, Crisantemo, Rosa 
 
Abstract 
 
In Colombia, floriculture is an important agro-industrial activity, which generates wastes 
that have remained almost unexplored, despite of the great amount produced after the cut-
off and harvest, in cultures such as Rose spp. and Chrysanthemum (Dendranthema 
grandiflora), among others. In this research, the possibility of degrading Rose and 
Chrysanthemum wastes was studied by using white-rot fungi like Pleurotus ostreatus, 
Trametes versicolor, and Phanerochaete chrysosporium. The effect of each fungus on 
Chrysanthemum wastes was studied, including the three fungi individually and in 
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consortium. The best degradation of Chrysanthemum wastes was obtained by using P. 
ostreatus. After that, the effect of waste, copper, and manganese concentrations, as well as 
pH, on degradation of both wastes were determined in a submerged culture at laboratory 
scale (250 mL). The highest concentration of reducing sugars for Chrysanthemum 
degradation was 16.5 g/L in 24 hours, and 17.8 g/L for Rose at the same time. Percentages 
of hydrolysis were 45% and 37%, respectively. The process was carried out in a 1.5-l 
reactor, air injection varying from 0 to 2 vvm. The highest concentrations of sugars 
obtained were 21.2 g /L (58% of hydrolysis) for Chrysanthemum wastes and 22.1 g/L 
(46% of hydrolysis) for Rose wastes. Enzymatic activities of laccase, manganese 
peroxidase, endo-1.4-β-glucanase, cellobiohydrolase and 1.4-β-glucosidase were detected 
in both wastes degradations. Activities of laccase (4693.4 U/L) and 1.4-β-glucosidase 
(9513.0 U/L) were specially high in Chrysanthemum wastes cultures. Finally, production 
of ethanol from the liquid product of Chrysanthemum wastes degradation was explored, by 
fermentation with Saccharomyces cerevisiae. A yield of 84% respect the theoretical 
ethanol was obtained. 
 
Keywords: Floriculture Wastes, Pleurotus ostreatus, Lignocellulose, Laccase, β-
glucosidase, Chrysanthemum, Rosa 
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Yp/s Rendimiento etanol a partir de sustrato 
% Yp/s Rendimiento etanol a partir de sustrato con respecto 
al teórico 
Introducción 
La floricultura es una de las principales actividades del sector agropecuario en Colombia, 
con una participación del 13% en el comercio mundial de flores, siendo el segundo 
exportador después de Holanda, que tiene el 42% del mercado. En Colombia se producen 
más de 50 tipos diferentes de flores, entre las cuales se destacan el clavel, el pompón, la 
rosa y el crisantemo que se cultivan principalmente en la Sabana de Bogotá, el oriente 
antioqueño y el Valle del Cauca. Se exporta el 98% de la producción anual, siendo sus 
principales destinos Estados Unidos (76%), Rusia (5%), Reino Unido (4%) y Japón 
(3.8%). Este sector genera 172082 empleos, de los cuales 92082 son directos y 80000 son 
indirectos (Asocolflores, 2010). 
 
En Colombia hay 7266 hectáreas sembradas de flores, de las cuales el 76%  está en 
la  Sabana de Bogotá, el 19% en Antioquia y el 5% en el Eje Cafetero, Valle y Cauca. Los 
principales tipos de flores cultivadas son la rosa (33%), claveles (12.7%), mini clavel 
(6.7%), crisantemos y pompones (8%). La floricultura genera alrededor de 1.5 
m3/ha/día  o entre 0.8 y 1 t/ha/semana de desechos vegetales, dependiendo del tipo de 
flor y el ciclo productivo (Asocolflores, 2010). En el caso de la rosa se obtienen 
aproximadamente 9591 t/mes, para el clavel 3691 t/mes y para el crisantemo 2325 t/mes. 
Los desechos resultan de las etapas de corte, post cosecha y arranque de plantas  
(Asocolflores, 2010).  
 
Aproximadamente el 90% de los residuos sólidos convencionales generados por la 
floricultura corresponden a desechos vegetales, el 6% a plástico invernadero, un 2% en 
papel y cartón y el 2% restante se distribuye entre una serie de residuos como madera, 
metal, capuchón, caucho y otros. La acumulación de los residuos sólidos de origen vegetal, 
ha generado impactos ambientales que producen alteraciones en el paisaje, como olores, 
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plagas (insectos, roedores, etc.), eutroficación de aguas si estos o sus lixiviados llegan a los 
cuerpos de agua, emisiones al aire si se queman y potenciales riesgos de magnificación de 
plaguicidas en la cadena trófica, si se dan como alimento a ganado u otros animales de 
granja (Asocolflores y col., 2002). El agua lluvia y la descomposición del material vegetal 
hacen que las sustancias tóxicas pasen al suelo y a aguas superficiales y subterráneas, 
contaminación que puede llegar a ser peligrosa localmente en el largo plazo (Censat, 
2007).  
 
Por lo anterior, se requiere de un  adecuado sistema de gestión ambiental para hacer un uso 
adecuado de los residuos vegetales y obtener productos de valor agregado, además de 
adaptarse a las exigencias del ámbito internacional, mercado preferente para la floricultura 
colombiana. Es por esto que la Asociación Colombiana de Productores de Flores 
(Asocolflores) a través de su programa de gestión ambiental denominado Flor Verde, ha 
trabajado en los temas del uso racional de plaguicidas, manejo de residuos, consumo de 
agua y calidad de vertimientos. Por otra parte, el Ministerio del Medio Ambiente, la 
Sociedad de Agricultores de Colombia, las Corporaciones Autónomas Regionales y los 
gremios de la producción agropecuaria han desarrollado guías ambientales, para avanzar 
en la adopción de nuevos esquemas de producción eficiente, amigables con el medio 
ambiente.  
 
En el caso del manejo de los residuos sólidos vegetales, la única opción planteada en estas 
guías y actualmente implementada a nivel industrial es el compostaje, que reincorpora los 
residuos procesados al cultivo como fuente de nutrientes y acondicionadores del suelo. Los 
residuos no tienen ningún uso adicional, probablemente por la presencia de plaguicidas e 
insecticidas o por la contaminación con Fusarium oxysporum. Por lo anterior, en esta 
investigación se propone otra alternativa para el manejo de los residuos sólidos vegetales 
provenientes del cultivo de flores, que consiste en degradarlos para obtener azúcares. Para 
este fin se plantea usar los hongos de podredumbre blanca, teniendo como ventaja que 
estos degradan compuestos empleados en floricultura como el pentaclorofenol que es un 
fungicida y herbicida, el endosulfan que es un insecticida y acaricida organoclorado (Ullah 
y col., 2000; Hernández-Rodríguez y col., 2006).  
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Los residuos vegetales están compuestos principalmente de lignina, hemicelulosa y 
celulosa. La lignina presente en este material está entremezclada con hemicelulosa 
formando una matriz que rodea las microfibrillas de celulosa. La remoción de la lignina 
del material lignocelulósico se lleva a cabo por pretratamientos tales como explosión con 
vapor, ácidos diluidos, álcali, oxidación, biológicos o una variedad de combinaciones.  El 
pretratamiento de la lignocelulosa con hongos se considera un proceso ambientalmente 
amigable con ventajas que incluyen condiciones de operación moderadas (presión 
atmosférica), eliminación de los tratamientos químicos, bajo consumo de energía, medios 
de reacción no corrosivos y producción mínima de inhibidores (Keller y col., 2003).  
Para la obtención de azúcares es necesaria la hidrólisis de la celulosa y hemicelulosa, 
constituyentes de los residuos lignocelulósicos, para lo cual existen dos tecnologías de 
acuerdo con el tipo de catalizador: hidrólisis ácida e hidrólisis enzimática. Los procesos 
que emplean ácidos diluidos tienen su principal ventaja en el bajo consumo y costo de los 
ácidos, aunque para alcanzar conversiones aceptables de celulosa a glucosa, se necesitan 
temperaturas altas, entre 160 y 230°C (Kumar y col., 2009). El carácter corrosivo de los 
ácidos hace indispensable el uso de materiales de alto costo en los equipos de producción, 
lo que constituye su principal desventaja, además del alto impacto ambiental de los 
efluentes acuosos del proceso y la poca selectividad de estos catalizadores.  
 
La hidrólisis enzimática de la celulosa requiere celulasas obtenidas de bacterias y hongos. 
Las condiciones de operación son menos críticas que en los procesos ácidos, temperaturas 
cercanas a la ambiente y pH entre 4 y 6, no hay problemas de corrosión, los impactos 
ambientales son menores y la reacción es más selectiva. La principal desventaja es el alto 
costo de la enzima, como consecuencia del proceso de obtención y purificación, y la 
necesidad de un pre-tratamiento biológico o químico para degradar la lignina presente en 
las paredes de los residuos vegetales, que al asociarse con la celulosa constituye una 
barrera física para la acción de las celulasas. 
 
Una opción para reducir el costo de las enzimas y evitar el empleo de pre-tratamientos 
químicos para degradar la lignina, es el uso directo de microorganismos lignocelulolíticos 
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como los hongos de podredumbre blanca que degradan tanto la lignina como la celulosa. 
 
De acuerdo con lo anterior, el uso de microorganismos en lugar de las enzimas purificadas 
o comerciales, representa una opción para el manejo de residuos vegetales que luego de ser 
hidrolizados permiten obtener azúcares que pueden servir como fuente de carbono para la 
producción de compuestos orgánicos como etanol, ácido cítrico, ácido succínico, entre 
otros. El presente trabajo plantea y evalúa una alternativa para la obtención de azúcares 
reductores por tratamiento biológico de residuos vegetales de rosa y crisantemo con 
microorganismos lignocelulolíticos. El empleo de residuos de floricultura presenta como 
ventajas el uso de desechos en lugar de granos que requieren terreno y afectan la seguridad 
alimentaria, principales preocupaciones hoy en día en el proceso de producción de 
bioetanol.  
 
En este estudio, se propusieron varios objetivos para seleccionar un proceso que permitiera 
la obtención de azúcares reductores a partir de la degradación de los residuos de rosa y 
crisantemo. Inicialmente se evaluó el efecto de los hongos Pleurotus ostreatus, 
Phanerochaete chrysosporium y Trametes versicolor en forma individual y en co-cultivo 
para la degradación de los residuos de crisantemo en un tiempo fijo y luego variando entre 
24 y 168 h (capítulo 3).  Para mejorar el proceso se evaluó el efecto de la concentración de 
residuo, la adición de cobre y manganeso en diferentes concentraciones y el cambio del pH 
en cultivo sumergido (capítulo 4).  El proceso seleccionado se realizó a nivel de matraz y 
de reactor de 1.5 L para los dos residuos con el fin de estudiar el efecto de la inyección de 
aire variando el flujo de 0 a 2 vvm (capítulo 5).  Aunque no fue un objetivo de este trabajo, 
se estudió el hidrolizado obtenido del mejor proceso de degradación para dar un valor 
agregado a este producto, evaluando la producción de etanol con Saccharomyces 
cerevisiae (capítulo 6). 
 Capítulo 1. Revisión de literatura 
1.1 Sector floricultor en Colombia 
La actividad floricultora colombiana empezó a desarrollarse a partir de la década de 1960, 
estableciéndose desde entonces como una actividad de rápido crecimiento. Así, a 
comienzos de los años 70 se logró exportar el 80% de la producción total de flores hacia 
Estados Unidos. Bajo estas condiciones apropiadas para su desarrollo, el sector fue 
convirtiéndose en una de las principales actividades del sector agropecuario, al hacer un 
uso intensivo de recursos, de tecnología y sobre todo de mano de obra, lo que llegó a 
posicionarlo como una de las principales actividades generadoras de empleo a nivel 
nacional (Asocolflores y col., 2002). 
 
En enero de 1973, once empresas exportadoras de flores decidieron crear un gremio que 
representara sus intereses frente al Gobierno Nacional y frente a organizaciones 
gubernamentales e internacionales, además de brindar apoyo en cuanto a logística y 
transporte y bienestar social. A dicha agremiación le dieron el nombre de Asociación 
Colombiana de Exportadores de Flores, Asocolflores. Durante los años siguientes los 
floricultores colombianos se enfrentaron a barreras de entrada a los mercados 
internacionales, ya que no contaban con alguna certificación que demostrara el buen uso 
de los recursos tanto naturales como humanos. A partir de exigencias del mercado europeo 
entre 1990 y 1994, se creó ECOFLOR, programa organizado por los floricultores cuyo 
mercado era Europa, para responder a dichas presiones, a través del mejoramiento y en 
búsqueda de una eventual certificación. ECOFLOR reunía a empresas comprometidas con 
la responsabilidad social y ambiental. Posteriormente dichas empresas se fusionarían con 
Florverde® (Asocolflores y col., 2002). 
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En 1996 Asocolflores creó la certificación Florverde®,  como instrumento estratégico para 
promover la floricultura sostenible con responsabilidad social, tanto empresarial como del 
sector. Florverde® propende por la adopción de buenas prácticas agrícolas, la 
minimización de agroquímicos, la protección de los derechos fundamentales de los 
trabajadores, la calidad de producto y la responsabilidad gerencial1.  
 
La floricultura se basa en un modelo de agricultura intensiva, lo que significa uso de 
tecnología e insumos y optimización en el uso del espacio. En cuanto al empleo se 
caracteriza por ser la actividad agrícola con más mano de obra por hectárea y un elevado 
número de profesionales de diversas disciplinas trabajando en el sector. En Colombia, la 
floricultura se ha configurado como una actividad empresarial con un alto nivel de 
desarrollo y profesionalismo. Esto le ha permitido ser el mayor exportador de flores de 
corte del mundo después de Holanda y lograr que dos de cada tres flores que se venden en 
Estados Unidos sean colombianas. Las actividades productivas generan impactos sobre el 
medio ambiente según la forma como se realicen. Si se llevan a cabo con el conocimiento 
de dichos impactos y se busca evitarlos, es posible desarrollar una floricultura armónica 
con el entorno. Si por el contrario, por desconocimiento la actividad se desarrolla sin 
incluir la variable ambiental, se generan impactos negativos. Por esto, Asocolflores y el 
Ministerio de Medio Ambiente crearon la Guía Ambiental para la Floricultura, como un 
instrumento que describe los principales aspectos ambientales y las medidas de manejo 
para el cultivador (Asocolflores y col., 2002). 
 
El proceso productivo de las flores comprende cuatro etapas: 
 
Propagación - plantas madres : comprende la siembra de las plantas para producción 
de esquejes. 
 
Propagación bancos de enraizamiento: en esta etapa se colocan los esquejes sin raíz 
con el objeto de lograr su enraizamiento, en un sustrato que generalmente es turba, 
compost, cascarilla, subproductos forestales o la escoria de carbón proveniente de hornos.  
                                                
1 http://www.icontec.org.co/index.php?section= 218 
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Producción: se llevan a cabo diferentes sub-procesos como son: preparación de suelos, 
desinfección del suelo, siembra, labores culturales, riego y fertilización, control de plagas 
y enfermedades, cosecha de flor y labores de renovación del cultivo, entre otros. Algunos 
de estos sub-procesos son comunes a las áreas de propagación plantas madres y 
propagación bancos de enraizamiento.  
 
Postcosecha: Comprende todas las actividades de selección de las flores, el empaque y 
la conservación de las mismas para exportación. En la postcosecha se realizan la 
clasificación, el boncheo (armados los ramos, se cubren con un capuchón plástico), 
tratamiento sanitario, empaque y traslado a cuartos fríos de conservación. 
 
Según lo establece la Guía Ambiental, para identificar los impactos ambientales generados 
por las actividades del proceso productivo de flores, se dispone de varias metodologías. 
Uno de los métodos más sencillos y más usados es el matricial, donde se tienen en cuenta 
los siguientes componentes ambientales con los respectivos indicadores para cada una de 
las actividades que se desarrollan en el proceso productivo: agua (vertimientos con 
plaguicidas, vertimientos con metales pesados, consumo, aportes DBO), aire (emisión de 
gases, generación de olores, material particulado), suelo (contaminación química, 
contaminación por derrames de aceites e hidrocarburos, calidad microbiológica), residuos 
sólidos (material vegetal, residuos especiales, residuos inorgánicos, residuos domésticos, 
lodos), energía (consumo), fauna (diversidad), flora (diversidad) y paisaje (calidad visual). 
Cada impacto es evaluado con un valor numérico y la Guía Ambiental describe las 
medidas de manejo ambiental recomendadas para las distintas actividades de la floricultura 
(Asocolflores y col., 2002). 
 
En el caso particular del manejo de residuos sólidos vegetales, la Guía Ambiental establece 
que el impacto es: contaminación de suelos y aguas, generación de residuos cuya 
disposición final son los botaderos a cielo abierto, contaminación del aire, generación de 
malos olores, quemas de residuos y alteración del paisaje. Ante este impacto las medidas 
planteadas en la Guía Ambiental son: aprovechamiento de los residuos vegetales en 
compost, así como su reincorporación al proceso productivo como fuente de nutrientes y 
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acondicionador de suelos. Otra alternativa para el manejo de estos desechos, es entregarlos 
a empresas que se encarguen del tratamiento y disposición final, siempre y cuando dichas 
empresas tengan autorización por parte de la autoridad ambiental para el aprovechamiento 
de residuos vegetales (Asocolflores y col., 2002). 
1.2 Residuos agro-industriales 
Los residuos agro-industriales son los recursos más abundantes y renovables de la tierra, y 
son el resultado de las podas y de la postcosecha de frutas, hortalizas y cultivos de vivero 
como las flores y las plantas de interior; las tecnologías de conversión y los protocolos de 
manejo varían entre ellos (Singh y col., 2009). La acumulación de esta biomasa en grandes 
cantidades resulta no solo en el deterioro del medio ambiente sino también en la pérdida de 
un material con un valor potencial que puede ser procesado para obtener productos con un 
valor agregado como alimentos para animales, combustibles y una amplia variedad de 
químicos.  
  
El aprovechamiento de los residuos agro-industriales se ha llevado a cabo por tratamientos 
biológicos con diferentes microorganismos, bajo fermentación sólida y sumergida, y en 
busca de obtener azúcares o producir enzimas ligninolíticas o celulolíticas. A continuación 
se mencionan algunos trabajos en esta temática: 
 
La degradación de bagazo de caña determinado como pérdida de peso y cambios en la 
composición de lignina y carbohidratos en el residuo fue investigada por El-Gammal y col. 
(1998), usando hongos como P. chrysosporium y Coriolus versicolor en fermentación 
sólida durante 8 semanas para obtener un máximo de azúcares reductores de 15.6 y 6.8 g/L 
respectivamente.  
 
Residuos agrícolas de plátano (biomasa de hojas y pseudotallo) se usaron como sustrato en 
fermentación sólida con P. ostreatus y P. sajor-caju para la producción de enzimas 
ligninolíticas y celulolíticas. La biomasa foliar resultó ser un sustraro más adecuado en 
comparación con los pseudotallos para la producción de enzimas. Las actividades más 
altas se obtuvieron entre 10 y 20 días (Reddy y col., 2003). 
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En el estudio de Kapich y col. (2004) se demostró la importancia de tener un sustrato 
lignocelulósico para la producción de enzimas lignina peroxidasa (LiP) y manganeso 
peroxidasa (MnP). El cultivo de P. chrysosporium se hizo con un medio basal de glucosa, 
peptona y licor de maíz, donde no se detectaron estas enzimas, sin embargo, al adicionar  
paja de trigo o madera de cáñamo al medio, las enzimas se produjeron, indicando que 
algunos componentes de los sustratos lignocelulósicos pueden actuar como inductores para 
la expresión de peroxidasas ligninolíticas. 
 
La hidrólisis de estiércol de animal para obtener azúcares fermentables, realizando 
inicialmente tratamiento con ácido sulfúrico a 110oC durante 1 hora y luego la hidrólisis 
enzimática usando enzimas comerciales celulolíticas y β-glucosidasa de Novozymes 
durante 96 horas, llevó a la conversión de celulosa del 40% y la máxima concentración de 
azúcares fue de aproximadamente 8 g/L (Wen y col., 2004). 
 
La fermentación sumergida con cáscaras de mandarina y hojas de árboles con Pleurotus 
dryinus produjo enzimas como celulasas, xilanasas, lacasa y MnP (Elisashvili y col., 
2006). Los mismos investigadores evaluaron paja de trigo, hojas de árboles, cáscaras de 
mandarina, manzana y banano como sustratos para la producción de enzimas en 
fermentación sólida y sumergida con Lentinula edodes y especies de Pleurotus (Elisashvili 
y col., 2008). Varios subproductos lignocelulósicos (paja de trigo, cáscara de mandarina, 
pulpa de manzana y durazno, hojas de arce) se emplearon como sustratos en fermentación 
sumergida y sólida con 11 basidiomicetos para la producción de celulasas y ligninasas 
(Elisashvili y col., 2009). Estos estudios demostraron que la selección apropiada del 
sustrato, la cepa y el modo del cultivo del hongo influyen en el incremento de la secreción 
de las enzimas. 
 
Isikhuemhen y Mikiashvilli (2009) reportaron por primera vez el uso de residuos sólidos 
provenientes de un digestor anaeróbico mezclados con sustratos como paja de trigo y mijo 
en diferentes proporciones, para la producción comercial de P. ostreatus.  A la vez 
demostraron que se mejora la producción de enzimas ligninolíticas y la delignificación 
debido a la inclusión de los residuos sólidos. 
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1.2.1 Residuos de rosa y crisantemo 
La rosa y el crisantemo son plantas vasculares incluídas en el grupo de las angiospermas 
que pertenecen a la división Magnoliophyta.  
 
Los tres componentes principales de la pared celular de las plantas vasculares son la 
celulosa, la lignina y la hemicelulosa. La estructura de la celulosa es la misma en los 
diferentes tipos de madera y otros materiales lignocelulósicos. Sin embargo, en las 
hemicelulosas existe una considerable variación, especialmente entre las angiospermas y 
gimnospermas: las primeras son en general más ricas en mananos mientras las segundas 
suelen contener más xilanos (Ferreira, 2004). 
 
Taxonomía del crisantemo 
Reino: Plantae 
División: Magnoliophyta 
Clase: Magnoliopsida 
Orden: Asterales 
Familia: Asteraceae 
Género: Chrysanthemum 
 
Taxonomía de la Rosa 
Reino: Plantae 
División: Magnoliophyta 
Clase: Magnoliopsida 
Orden: Rosales 
Familia: Rosaceae 
Género: Rosa 
1.2.2 Composición de los residuos 
Los residuos agro-industriales tienen una parte compacta que corresponde a lignocelulosa 
y una estructura parcialmente cristalina conformada por polisacáridos de celulosa lineales 
y cristalinos, heteropolisacáridos (hemicelulosas) ramificados no celulósicos y no 
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cristalinos y lignina ramificada no cristalina. La celulosa es un polímero de cadena lineal, 
la cual está compuesta de unidades de glucosa en cadenas de glucano. Las unidades de 
glucosa están unidas por enlaces β-1-4 glucosídicos, produciendo una estructura cristalina 
que puede ser separada en azúcares monoméricos. Otro de los componentes de la 
estructura de la lignocelulosa es la hemicelulosa, la cual está compuesta de varios 
polisacáridos como pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (galactosa, glucosa, manosa) y 
azúcares ácidos. El contenido de las pentosas o hexosas depende del material, por ejemplo 
para las maderas duras, la hemicelulosa contiene principalmente xilanos, mientras que en 
las maderas blandas el principal componente son los glucomananos (Saha, 2004). La 
manosa ha sido usada como sustrato fermentable desde hace muchos años, la arabinosa y 
la xilosa requieren de levaduras más específicas. La función de la hemicelulosa ha sido 
propuesta como un agente de enlace entre la lignina y la celulosa (Figura 1.1). La 
hemicelulosa y la celulosa constituyen el 13-39% y 36-61% de la materia seca 
respectivamente (Schmidt, 2006). 
 
La biosíntesis de la lignina en las plantas vasculares se produce a partir de la fenilalanina, 
a través de la ruta de los ácidos cinámicos. Inicialmente se sintetizan los tres alcoholes p-
hidroxicianamílicos, p-cumarílico, coniferílico y sinapílico (Figura 1.2) que actúan como 
precursores de la lignina (monolignoles). Su polimerización es iniciada por peroxidasas 
y/o lacasas vegetales dando lugar respectivamente a unidades 4-hidroxifenilpropano (H), 
guayacilpropano (G) y siringilpropano (S). En función de la proporción de los alcoholes p-
hidroxicianamílicos que actúan como precursores se pueden distinguir tres tipos de 
lignina: la lignina de maderas blandas (gimnospermas), la lignina de maderas duras 
(angiospermas leñosas) y la de plantas herbáceas (angiospermas no leñosas). La lignina en 
gimnospermas es principalmente del tipo G, en angiospermas están presentes unidades G y 
S, y en las angiospermas no leñosas existen también unidades H (Ferreira, 2004). 
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Figura 1.1 Esquema de la asociación de la celulosa (C), hemicelulosas (H) y lignina dentro 
de la pared celular (Schmidt, 2006) 
 
 
                    
     
                                                                                           
Figura 1.2 Monómeros de lignina (Singh y col., 2009). 
 
El alcohol cumarílico es el menor componente en el tipo de lignina presente en el pasto y 
forraje. El alcohol coniferílico es el monómero predominante en la lignina de las maderas 
blandas. Los alcoholes coniferílico y sinapílico son los componentes básicos de la lignina 
de la madera dura (Singh y col., 2009).  
 
La biomasa lignocelulósica incluye varios residuos agro-industriales, su composición 
cambia de uno a otro como se muestra en la Tabla 1.1.  
 
Alcohol p-cumarílico Alcohol coniferílico Alcohol sinapílico 
26 Degradación de residuos de floricultura para la obtención de azúcares con hongos lignocelulolíticos 
 
Tabla 1.1 Principales componentes de residuos agro-industriales. 
 
BS=Base seca 
(Singh y col., 2009) 
1.3 Biodegradación de la celulosa  
Las celulasas son las responsables de la hidrólisis de la celulosa. Están compuestas de un 
complejo enzimático con diferentes especificidades que permiten hidrolizar los enlaces 
glicosídicos. Las endoglucanasas llamadas carboximetilcelulasas (CM-celulasas, 
CMCasa), inician el ataque aleatoriamente en múltiples sitios internos de las regiones 
amorfas de la celulosa, abriendo sitios para los subsecuentes ataques por las 
celobiohidrolasas (CBH) o exoglucanasas, que son el mayor componente del sistema de 
celulasa fúngica aportando del 40 al 70% del total de las proteínas celulasas y puede 
hidrolizar en gran medida la celulosa cristalina. Las celobiohidrolasas remueven 
monómeros y dímeros a partir de los extremos de la cadena de celulosa. Generalmente las 
endoglucanasas y celobiohidrolasas trabajan sinérgicamente en la hidrólisis de la celulosa 
(Howard y col., 2003). La β-glucosidasa hidroliza dímeros de glucosa y en algunos casos 
celo-oligosacáridos a glucosa. Esta enzima es generalmente responsable de la regulación 
del proceso celulítico completo y es un factor limitante en la velocidad de hidrólisis de la 
celulosa, tanto para las actividades de las endoglucanasas como de las celobiohidrolasas 
que son inhibidas frecuentemente por la celobiosa. Por lo tanto, la β-glucosidasa no solo 
Residuos 
Agro-industriales 
Lignina 
(%) (BS) 
Celulosa 
(%) (BS) 
Hemicelulosa 
(%) (BS) 
Tusa de maíz 6.1-15.9 33.7-41.2 31.9-36.6 
Bagazo de caña de azúcar 10-20 40-41.3 27-37.5 
Paja de trigo 8.9-17.3 32.9-50 24-35.5 
Paja de arroz 9.9-24 36.2-47 19-24.5 
Tallos de maíz 7-18.4 35-39.6 16.8-35 
Paja de cebada 13.8-14.5 33.8-37.5 21.9-24.7 
Paja de centeno 19 37.6 30.5 
Paja de avena 17.5 39.4 27.1 
Lino 22.3 34.9 23.6 
Tallos de soya 19.8 34.5 24.8 
Tallos de girasol 13.44 42.10 29.66 
Tallos de algodón 21.45 58.48 14.38 
Cascarilla de semillas de girasol 29.40 24.10 28.60 
Cardo 22.1 31.1 12.2 
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produce glucosa a partir de la celobiosa sino que también reduce la inhibición por 
celobiosa permitiendo que las enzimas celulolíticas funcionen más eficientemente. Sin 
embargo, como son β-glucanasas, las β-glucosidasas están sujetas a inhibición por 
producto (glucosa). Para una hidrólisis completa de la celulosa a glucosa, el sistema de 
enzimas debe contener las tres enzimas en proporciones adecuadas. Además del 
sinergismo entre estas enzimas, la adsorción de las celulasas a los sustratos insolubles es 
un paso necesario antes de la hidrólisis. La cinética de la hidrólisis enzimática de la 
celulosa incluyendo la adsorción, la inactivación y la inhibición de las enzimas ha sido 
ampliamente estudiada (Saha, 2004). 
 
La hidrólisis de la celulosa comprende tres etapas: adsorción de las enzimas celulasas 
sobre la superficie de la celulosa, la biodegradación de la celulosa a azúcares fermentables 
y la desorción de las celulasas. La actividad de las celulasas disminuye durante la 
hidrólisis. La adsorción irreversible de las celulasas sobre la celulosa es parcialmente 
responsable de su desactivación. La adición de surfactantes durante la hidrólisis modifica 
las propiedades de la superficie de la celulosa y minimiza la unión irreversible de la 
celulasa a la celulosa. Algunos surfactantes usados son Tween 20, 80, 81, ramnolípidos, 
polioxietilenglicol, entre otros (Sun & Cheng, 2002). Los surfactantes no iónicos como el 
Tween 20 o Tween 80 se utilizaron para evitar la adsorción irreversible de la celulasa a 
algunas partes de la lignina, debido a que en la superficie del sustrato ocurre una 
interacción hidrofóbica del surfactante con la lignina. Tales interacciones liberan las 
enzimas ligadas en forma no específica (Saha, 2004). Análisis de varios factores como pH, 
fuerza iónica, temperatura y área de superficie han indicado que la máxima adsorción de 
las celulasas sobre la celulosa cristalina ocurre a 50°C y las fuerzas de Van der Waals 
podrían ser las responsables de este fenómeno de adsorción (Kumar y col., 2008). 
1.4 Biodegradación de la hemicelulosa  
Las hemicelulasas son hidrolasas o esterasas. La biodegradación total de xilano requiere 
endo-β-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8), β-xilosidasa (EC 3.2.1.37) y muchas enzimas accesorias, 
tales como: α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), α-glucuronidasa (EC 3.2.1.131), 
acetilxilano esterasa (EC 3.1.1.72), ácido ferúlico esterasa (EC 3.1.1.73) y ácido p-
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cumárico esterasa, necesarias para la hidrólisis de varios de los xilanos. La endo-xilanasa 
ataca la cadena principal del xilano y la β-xilosidasa hidroliza xilooligosacáridos a xilosa. 
La α-arabinofuranosidasa y la α-glucuronidasa remueven la arabinosa y sustituyentes 
ácidos 4-O-metil glucurónico respectivamente a partir del esqueleto del xilano. Las 
esterasas hidrolizan los enlaces éster entre las unidades de xilosa del xilano y el ácido 
acético (acetilxilano esterasa) o entre cadenas con residuos de arabinosa y ácidos 
fenólicos, tales como el ácido ferúlico (ácido ferúlico esterasa) y ácido p-cumárico (ácido 
p-cumárico esterasa). Se afirma que un impedimiento en la biodegradación de la 
lignocelulosa está asociado con los compuestos fenólicos (F5). Los ácidos fenólicos se 
producen por la vía biosintética de los fenilpropanoides, y actúan como agentes de 
entrecruzamiento entre la lignina y los carbohidratos o entre carbohidratos. La β-mananasa 
(EC 3.2.1.78) hidroliza mananos provenientes de las hemicelulasas y libera β-1,4-mano-
oligomeros, los cuales pueden ser degradados a manosa por la β-manosidasa (EC 3.2.1.25) 
(Saha, 2004). 
 
Aunque la estructura del xilano es más compleja que la celulosa y requiere muchas  
enzimas con diferentes especificidades para su hidrólisis completa, los polisacáridos no 
forman estructuras cristalinas como en el caso de la celulosa, de tal forma que hay mayor 
accesibilidad a este compuesto en la hidrólisis enzimática (Saha, 2004).  
1.5 Biodegradación de la lignina 
La lignina es un polímero aromático heterogénea de cadena larga (peso molecular 
promedio 8000-11000 Da), compuesta en su gran mayoría por unidades de fenilpropano 
unidas por enlaces éter.  La lignina tiene la función de proteger la madera presente en las 
plantas frente al ataque microbiano y solo unos pocos organismos, incluyendo los hongos 
de podredumbre y algunas bacterias pueden degradarla (Saha, 2004). Las causas por las 
cuales la lignina es tan resistente al ataque de las enzimas microbianas son: los anillos 
aromáticos son generalmente más difíciles de degradar, la variedad de enlaces entre las 
unidades constitutivas de la lignina y la naturaleza hidrofóbica requiere un sistema de 
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rompimiento no específico, que para la mayor parte debe ser tanto no hidrolítico como 
extracelular (Schmidt, 2006). 
 
Los monolignoles (alcoholes p-hidroxicinamílicos), alcohol sinapílico (S), alcohol 
coniferílico (C) y alcohol p-cumarílico (p-C) son los precursores primarios y las unidades 
constitutivas de todas las ligninas. La vía biosintética de monolignoles inicia a partir de la 
glucosa vía ácido siquímico sobre la fenilalalina y tirosina, respectivamente, a ácido p-
cumárico el cual, vía intermedia produce alcohol p-cumarílico. El ácido p-cumárico es 
convertido vía ácido cafeíco y ácido ferúlico a alcohol coniferílico. El ácido ferúlico es 
transformado vía ácido 5-hidroxiferúlico y ácido sinápico a alcohol sinapílico (Schmidt, 
2006). 
 
El contenido de lignina en maderas blandas es 26-39% (promedio 28%) y en  maderas 
duras 18-32% (promedio 22%). La mayoría de las maderas blandas son ligninas tipo 
guaicil (G-ligninas) en las que predomina el alcohol coniferilico (abeto: C:S:p-C = 94:1:5).  
Las ligninas de las maderas duras son guaicil-siringil ligninas (GS-ligninas) en las que 
predomina el C y S (álamo: C:S:p-C = 56:40:4). Las ligninas guaiacil-siringil-p-
hidroxifenil están presentes en los pastos (Schmidt, 2006). 
 
La lignina es un polímero amorfo tridimensional que contiene muchos enlaces estables, 
siendo el más común el β aril éter (β-O-4) (Figura 1.3). Es un complejo aparentemente 
aleatorio de compuestos fenólicos y no fenólicos. La complejidad de su estructura la hace 
una molécula recalcitrante y su rompimiento involucra múltiples reacciones bioquímicas 
que se dan más o menos simultáneamente: clivaje de enlaces inter monoméricos, 
demetilaciones, hidroxilaciones, modificaciones de extremo de cadena y fisión de los 
anillos aromáticos seguido por desasimilación de los metabolitos alifáticos producidos. 
Bajo condiciones naturales las enzimas ligninolíticas producidas por diferentes grupos de 
microorganismos producen la degradación. Así, la degradación biológica de la lignina 
debe ser consecuencia de la actividad de enzimas extracelulares. La habilidad de estas 
enzimas para actuar en diferentes compuestos fenólicos y no-fenólicos de la lignina ha 
sido explotada en el sector comercial para diferentes aplicaciones (Saha, 2004). 
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Figura 1.3 Estructura esquemática de la lignina. La sección señalada corresponde al enlace 
β aril éter (β-O-4)  (Kirk & Cullen, 1998) 
 
La degradación completa de la lignina requiere la acción sinergística de enzimas 
oxidativas: la lignina peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa son 
enzimas que degradan la mayor parte de la lignina. Las características de estas enzimas 
difieren ampliamente de un microorganismo, mientras que la habilidad de un 
microorganismo para producir una o más de estas enzimas también varía enormemente. 
Además de la LiP, MnP y lacasa, en la degradación de la lignina están implicadas otras 
enzimas, como veratril alcohol oxidasa, aril alcohol deshidrogenasa, quinona 
oxidoreductasa, aromático ácido reductasa, dioxigenasa, catalasa, aromático aldehído 
oxidasa y glioxal oxidasa, entre otras. Sin embargo, estas últimas son de menor 
importancia, debido a que actuan como mediadoras de la degradación de la lignina 
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produciendo el H2O2 requerido para la actividad de peroxidasas o catalizan el rompimiento 
de los productos de la degradación de la lignina que se está llevando a cabo por las 
actividades de enzimas como LiP, MnP y lacasa (Niladevi, 2009). 
 
La degradación efectiva de la lignina natural es realizada exclusivamente por los hongos 
de podredumbre blanca (HPB). Muchos HPB producen fenol oxidasas extracelulares, pero 
solo el 40%  produce la combinación de lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa, 
mientras que la combinación manganeso peroxidasa y lacasa es mucho más común 
(Schmidt, 2006). 
 
La degradación de la lignina por los HPB se desarrolla en la fase de crecimiento post-
primaria o bajo condiciones donde el metabolismo secundario (idiofase) se exprese 
simultáneamente con crecimiento primario restringido. Varios parámetros nutricionales y 
condiciones de cultivo tienen influencia en la manifestación y la actividad del sistema 
ligninolítico. Se han realizado investigaciones con el fin de estudiar los efectos de factores 
como co-sustratos (carbono), concentración y origen de la fuente de nitrógeno, tensión de 
oxígeno, agitación del cultivo y pH para optimizar las condiciones para la biodegradación 
de la lignina por los HPB. Los efectos de los nutrientes minerales en la ligninolisis permite 
afirmar que un balance de Mg+2 y Ca+2 es importante en la degradación de la lignina. El 
Mn+2 juega un papel regulador en la expresión de la lignina peroxidasa, manganeso 
peroxidasa, lacasa y en la degradación de la lignina (Singhal & Rathore, 2001). El 
incremento del oxígeno aumenta la actividad del sistema degradador de lignina porque 
suple el oxígeno a las reacciones degradativas y para la producción de H2O2 (Kirk & 
Farrell, 1987). 
1.6 Pre-tratamientos  
El pre-tratamiento de cualquier tipo de biomasa lignocelulósica es fundamental antes de la 
hidrólisis enzimática, y el objetivo es remover la lignina y disminuir la cristalinidad de la 
celulosa con lo cual mejora la hidrólisis de la celulosa por parte de las celulasas. 
Taherzadeh & Karimi (2008)  presentaron los requisitos para un pretratamiento ideal de la 
lignocelulosa: producir fibra celulósica reactiva para el ataque enzimático, evitar la 
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destrucción de la hemicelulosa y la celulosa, evitar la formación de inhibidores para la 
hidrólisis enzimática y la fermentación de microorganismos, minimizar la demanda de 
energía, reducir el costo de reducción de tamaño de la materia prima, reducir el costo de 
los materiales para la construcción de los reactores usados en los pretratamientos, generar 
pocos residuos y minimizar o eliminar el uso de productos químicos, pero si se emplean, 
que sean de bajo de costo. El pretratamiento es crucial para asegurar altos rendimientos de 
azúcares a partir de los polisacáridos, que sin pretratamientos generalmente son menores al 
20%, mientras que después de estos son mayores al 90% (Balat, 2011). 
 
Varios pre-tratamientos clasificados como físcos, químicos o fisicoquímicos se han usado 
para fraccionar, solubilizar, hidrolizar y separar los componentes de la celulosa, 
hemicelulosa y lignina, e incluyen la utilización de ácidos concentrados o diluidos, SO2, 
álcalis, peróxido de hidrógeno, oxidación húmeda, explosión con vapor, explosión de 
fibras por amoníaco (Ammonia Fiber expansion “AFEX”, por sus siglas en inglés), 
explosión con CO2, agua líquida caliente y tratamientos con solventes orgánicos.  En cada 
opción se reduce el tamaño y se abre la estructura física de la biomasa (Saha, 2004). Sin 
embargo, estos tratamientos consumen gran cantidad de energía y frecuentemente generan 
compuestos tóxicos, por lo que son poco viables económicamente y de alto impacto 
ambiental (Gupta y col., 2011). 
 
Dentro de este grupo de pretratamientos, la explosión con CO2 en condiciones 
supercríticas (SC-CO2 por las siglas en inglés) representa una alternativa interesante 
porque puede operar a temperaturas más bajas que las usadas en los tratamientos térmicos, 
así se elimina el problema de la formación de inhibidores con la degradación de la 
hemicelulosa y la lignina.  El comportamiento del SC-CO2 en la estructura de la biomasa 
no es bien conocido, sin embargo, si se sabe que este trabaja más fácilmente en la biomasa 
rígida y húmeda que en materiales lignocelulósicos más flexibles. También se ha reportado 
que disminuye la cristalinidad de la celulosa mejorando la hidrólisis enzimática (Ferreira 
Santos y col., 2011).  
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Otro tipo de pre-tratamiento es el biológico, que busca, igualmente, mejorar la 
accesibilidad a la celulosa y ha sido de gran interés por parte de varios investigadores. El 
potencial de los pre-tratamientos biológicos se basa en la habilidad de ciertos 
microorganismos para descomponer la pared celular de la planta por un rompimiento 
parcial de la lignina/complejo carbohidratos. Entre los microorganismos más promisorios 
para el pre-tratamiento biológico se encuentran los basidiomicetos, y entre ellos los hongos 
de podredumbre blanca (HPB) tienen gran importancia (Gupta y col., 2011). 
 
Los trabajos más recientes se han concentrado en hacer tratamientos biológicos más 
selectivos a través de la manipulación genética de los hongos con el fin de inactivar las 
enzimas que degradan la celulosa, para degradar la lignina sin afectar la celulosa. Las 
desventajas de usar los hongos mutantes incluyen la alta dependencia de una fuente de 
carbono externa y un incremento en la degradación de la hemicelulosa. Esto se ha 
demostrado con mutantes de Sporotrichum pulverulentum (Singh y col., 2009). 
 
En comparación con los físicos, químicos o fisicoquímicos, los pre-tratamientos biológicos 
requieren períodos prolongados y, en general, pueden tomar entre 2 y 5 semanas (Singh y 
col., 2009). Con base en lo anterior y teniendo en cuenta que el uso de enzimas 
lignocelulolíticas purificadas puede reducir el tiempo de proceso, su aplicación directa ha 
sido ampliamente investigada. 
 
Aunque se han desarrollado muchos métodos para el tratamiento de la biomasa, aún se 
requieren pre-tratamientos más eficientes y económicamente competitivos. Una 
combinación de pre-tratamientos físicos, químicos y/o biológicos han resultado ser más 
eficientes para mejorar la digestión enzimática de la biomasa lignocelulósica. Muchas 
tecnologías combinadas se han reportado recientemente, incluyendo pre-tratamientos con 
ácido fórmico/amonio acuoso, ácido fosfórico/acetona, ácido sulfúrico/cocción con 
etanol/molienda con bolas, irradiación/líquido iónico, H2O2/P.ostreatus. Estos nuevos 
métodos ofrecen ventajas como el fraccionamiento de la lignocelulosa y baja carga de 
enzimas para la subsiguiente hidrólisis enzimática (Huang y col., 2011). Algunos ejemplos 
de los anterior son:  
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Baba y col. (2011), reportaron el uso de HPB como Ceriporiopsis subvermispora y 
Phellinus sp. en combinación con solventes como etanol, ácido acético, ácido láctico y 
glicerol en diferentes proporciones para pre-tratar cedro japonés antes de la sacarificación. 
Los pre-tratamientos de HPB con etanolisis (200oC, 60 min, 60% etanol en agua) 
incrementaron el rendimiento de azúcares 7 veces con respecto al pre-tratamiento con solo 
etanolisis. 
 
Duncan & Schilling (2010), afirmaron que la hidrólisis enzimática de madera de álamo sin 
tratar libera solo el 21% de los azúcares disponibles debido a que la lignina es una barrera 
en este proceso. Por esto, ellos buscaron disminuir el tiempo que toman las enzimas 
oxidativas naturales que degradan la lignina presente en los materiales lignocelulolíticos, 
usando un pre-tratamiento oxidativo con ácido peracético que removió el 40% de la 
lignina mejorando la posterior hidrólisis enzimática cerca del 90%. Pero se sigue 
investigando sobe el tema debido a los altos costos y la peligrosidad del ácido. 
 
Ferreira Santos y col. (2011), estudiaron el pre-tratamiento de bagazo de caña por el 
método de explosión con dióxido de carbono en condiciones supercríticas con el fin de 
mejorar la digestibilidad de la biomasa lignocelulósica para obtener azúcares simples para 
la producción de alcoholes y químicos. Posteriormente realizaron la sacarificación con 
enzimas celulasa y β-glucosidasa de Novozymes. El rendimiento de glucosa incrementó en 
72% para el bagazo de caña cuando se usó el pre-tratamiento con explosión con dióxido de 
carbono a 14 MPa y 60oC. 
1.7 Hongos de podredumbre blanca (HPB) 
En función del modo por el cual los hongos atacan a la madera y de la descomposición 
producida, se pueden clasificar en tres grupos: 
 
Hongos de podredumbre parda o marrón: Son capaces de degradar los 
carbohidratos de la pared celular de las plantas, pero no la lignina. El color pardo de la 
madera es conferido por la lignina.  
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Hongos de podredumbre blanda: Atacan la madera en condiciones de alta humedad, 
provocando el reblandecimiento de los tejidos y en consecuencia una pérdida de peso 
significativa. 
 
Hongos de podredumbre blanca: Estos hongos utilizan celulosa, hemicelulosa, 
dependiendo de la afinidad por el sustrato, lo que se visualiza por una coloración blanca 
durante la descomposición, de donde derivan su nombre. Tienen varios patrones de 
colonización de la madera, pero cuando están presentes en el lúmen de la célula ocasionan 
una degradación progresiva de las capas de la pared.  Los hongos degradan la lignina para 
llegar hasta las fibras de celulosa y hemicelulosa, fuentes de carbono fácilmente 
asimilables para este grupo de organismos. Podredumbre blanca significa la degradación 
de celulosa, hemicelulosa y lignina, llevada a cabo usualmente por Basidiomicetos y 
raramente por Ascomycetes. Los hongos de la podredumbre blanca incluyen, entre otros, 
T. versicolor, Heterobasidion annosum, P. chrysosporium, P. ostreatus, L. edodes, Phlebia 
radiata, Pleurotus eryngii,  Pleurotus betulinus, Pleurotus sajor-caju, Trametes hirsuta, 
Trametes gibosa, Ganoderma lucidum etc. (Singh y col., 2009). 
 
Los Basidiomicetos son una división del reino Fungi que incluye los hongos que producen 
basidios con basidiosporas. A este grupo pertenecen las clásicas setas y hongos de 
sombrero. Este filo es el más conocido debido a que hay numerosos y variados tipos de 
hongos (Singh y col., 2009). 
 
El ciclo de vida típico de un basidiomiceto se representa en la Figura 1.4. La basidiospora 
o conidio haploide (A) germina a n-micelio (B, monocarion, micelio primario). En el 
laboratorio los monocariones son capaces de crecer indefinidamente si se sub-cultivan en 
medio fresco. En la naturaleza el dicarion se desarrolla como micelio secundario. Los 
basidiomicetos no forman órganos sexuales para plasmogamia, sino que la hifa 
monocariota entra en contacto una con otra y se fusiona por somatogamia (C). Si los 
núcleos son compatibles se desarrolla el dicarion (D). Este micelio de larga duración 
representa lo esencial de los basidiomicetos, es decir, que penetra el sustrato y absorbe 
nutrientes, en el caso de los hongos de la madera con una función de descomposición de la 
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madera (D-G). En aproximadamente la mitad de los basidiomicetos el dicarion crece por 
conexiones en grapa (micelio grapa). Una rama corta eleva de un lado en la parte apical de 
la hifa y se inclina. Después de una división conjuagada de los dos núcleos (E), la hija de 
los dos núcleos permanece en la célula apical, un núcleo migra dentro de la rama (F), el 
terminal de la rama se fusiona con la célula subapical, y por formación de septo se 
desarrollan dos hifas dicariotas (G). Micelio dicariota resulta luego de divisiones 
conjugadas repetidas acompañadas de formación de septo (Singh y col., 2009). 
 
 
             
 
Figura 1.4 Ciclo de vida generalizado de un homobasidiomiceto. (A) basiodosporas o 
conidia. (B) monocariones después de la germinación, (c) somatogamia, (D) dicarion, (E-
G) formación de grapa, (H-K) desarrollo del basidio, (I) cariogamia, (J) meiosis, (K) 
basidio con cuatro basidiosporas localizadas en esterigma (Singh y col., 2009). 
 
Debido a su habilidad para degradar la lignina y los polisacáridos presentes en la celulosa 
y la hemicelulosa, los HPB tienen el potencial no solo porque actúan como pre-tratamiento 
biológico sino porque degradan la mayor parte de los componentes de la lignocelulosa 
para producir productos de gran valor (Singh y col., 2009).  
 
El sistema de descomposición de la madera por parte de los Basidiomicetos para degradar 
los polisacáridos de la pared celular vegetal también involucra un componente no-
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enzimático. La producción de H2O2 por parte de varios hongos lleva a la propuesta que la 
degradación se basa en la reacción de Fenton: 
 
H2O2 + Fe+2 + H+  →  H2O + Fe+3 + •OH 
 
Esta reacción es una ruta bien conocida para producir •OH en los sistemas biológicos. El 
H2O2 es producido por los HPB por acción de las enzimas glioxal oxidasa, glucosa oxidasa 
y aril alcohol oxidasa. Además de los radicales libres •OH, ciertos estados del hierro 
hipervalente donde el radical permanece asociado con el hierro también fueron 
considerados por algunos autores como potenciales agentes oxidante (Baldrian & 
Valásková, 2008). 
 
Los hongos tienen requerimientos metabólicos de trazas de metales, pero a la vez éstos 
pueden ser tóxicos si están presentes en una cantidad mayor a la requerida. Los metales 
requeridos por los hongos son el cobre, hierro, manganeso, molibdeno, zinc y níquel. No 
son esenciales el cromo, cadmio, plomo, mercurio y plata. Los hongos degradadores de la 
madera necesitan cationes internamente para la vía metabólica que controla el crecimiento, 
el desarrollo, las funciones celulares y la reproducción. Además, también requieren la 
presencia de cationes en el ambiente como componentes esenciales del sistema 
degradativo, lo que les permite obtener los nutrientes para degradar la pared celular de la 
madera (Jellison y col., 1997). 
 
Los cationes básicos son fundamentales para el correcto funcionamiento de las proteínas, 
ácidos nucleicos y fosfolípidos. El calcio es esencial para estabilizar la membrana y el 
magnesio es un cofactor de muchas enzimas y para la utilización del ATP (Adenosin 
trifosfato) y el potasio es un electrolito en el citosol de todos los hongos. El magnesio es 
considerado un macronutriente para los hongos.  Es un cofactor esencial para la síntesis de 
la pared celular, utilización del ATP, reparación del ADN y muchas otras reacciones 
metabólicas.  Como electrolito, el magnesio es probablemente el segundo más importante 
después del potasio (Jellison y col., 1997). 
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El cobre es un micronutriente esencial para el crecimiento de los hongos, funciona como 
un activador metálico de varias enzimas, por ejemplo las oxidasas y en la síntesis de 
pigmentos.  Sin embargo, el crecimiento de los hongos es inhibido fuertemente a altas 
concentraciones de cobre. Debido al potencial redox del manganeso y a la facilidad de la 
sustitución del manganeso por el hierro, muchos investigadores han predicho que el papel 
del manganeso en la biodegradación de la madera es en los mecanismos no-enzimáticos. 
El Zn es un nutriente esencial para el crecimiento de los hongos y participa en diversos 
procesos celulares. En el metabolismo secundario de los hongos, el Zn es requerido en la 
síntesis de antibióticos, alcaloides y policétidos. El Zn solo es tóxico a altas 
concentraciones. El hierro es un componente de las enzimas extracelulares responsables de 
la degradación de la lignina por parte de los HPB y es un cofactor de muchas enzimas 
implicadas en las reacciones de oxidación/reducción. Aunque el hierro es un elemento 
esencial también puede presentar peligro dentro de la célula.  Este tiene la habilidad de 
catalizar la formación de radicales tales como el hidroxilo que es altamente reactivo y se 
obtiene vía reacción de Fenton (Jellison y col., 1997). 
 
Los hongos ligninolíticos han desarrollado un sistema enzimático único y no específico 
que funciona en el ambiente extracelular. El mecanismo del sistema degradador de la 
lignina está basado en la producción de radicales libres, y permite que estas enzimas sean 
catalíticamente activas sobre una gran diversidad de sustratos orgánicos. La enorme 
diversidad estructural de los compuestos que son degradados por estos hongos, les confiere 
un uso potencial en biorremediación, y por ello han sido efectivos en la degradación de 
varios contaminantes ambientales peligrosos como fenoles clorinados, bifenilos 
policlorinados, plaguicidas, dioxinas, cloroanilinas, colorantes, alquil halidos y 
clorolignina. Además, la poca especificidad de las enzimas de estos microorganismos les 
permite degradar mezclas complejas de estos contaminantes (Dávila & Vázquez-Duhalt, 
2006). 
 
Los hongos del género Pleurotus del orden Agaricales, son un grupo muy distribuido en la 
naturaleza, crecen en partes vivas o muertas de plantas, que son generalmente pobres en 
nutrientes y vitaminas. Comprende un grupo de hongos ligninolíticos con propiedades 
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medicinales y aplicaciones ambientales y biotecnológicas de gran importancia. P. 
ostreatus es el tercero más importante de los hongos cultivados para propósitos de 
alimentos. Uno de los aspectos más relevantes de Pleurotus spp. es el uso de su sistema 
ligninolítico para una variedad de aplicaciones, tales como bioconversión de residuos 
agrícolas en productos de alto valor para alimentos de animales y el uso de sus enzimas 
ligninolíticas para la biodegradación de contaminantes orgánicos, industriales y 
xenobióticos. Los sustratos que contienen lignina y celulosa han sido usados para el 
cultivo de Pleurotus como astillas de madera, paja de trigo, paja de arroz, tallos de 
algodón, cascarilla de desechos, paja de maíz y otros residuos agrícolas. El sistema 
ligninolítico de Pleurotus spp. ha sido estudiado extensivamente en años recientes. Se han 
caracterizado tres enzimas: MnP, versátil peroxidasa (VP) y lacasa (Cohen y col., 2002). 
 
Durante el crecimiento y el desarrollo del micelio fúngico de Pleurotus spp., los cambios 
bioquímicos traen como consecuencia la producción de enzimas extracelulares. Estas 
enzimas convierten y degradan los componentes insolubles de los materiales 
lignocelulósicos a compuestos solubles y de bajo peso molecular, los cuales son tomados 
por las enzimas intracelulares para la nutrición del hongo.  Por lo anterior, las enzimas 
juegan un papel importante en el crecimiento y desarrollo. Pleurotus spp. tienen la 
habilidad para degradar residuos lignocelulósicos y la capacidad de colonizar exitosamente 
varios sustratos. La degradación ocurre por la presencia de las enzimas ligninolíticas y 
celulolíticas, las cuales tienen varias aplicaciones en procesos industriales como la 
producción de alimentos, textiles, drogas y tintes (Kurt & Buyukalaca, 2010). 
 
Las habilidades competitivas de los HPB son necesarias para su superviviencia en el suelo, 
así como su aplicabilidad para la biodegradación in situ (Baldrian, 2004). La 
delignificación biológica de residuos agro-industriales se ha realizado con los HPB. Tales 
procesos tienen ventajas como el bajo costo, baja requerimiento de energía y altos 
rendimientos sin generar subproductos contaminantes. Sin embargo, los largos tiempos de 
tratamiento de degradación hasta carbohidratos son algunas de las desventajas. 
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Los HPB se han investigado para diferentes propósitos, es así como P. chrysosporium 
NRRL 6359, P. chrysosporium NRRL 6361 y Coriolus versicolor NRRL 6102 fueron 
estudiadas para la producción de enzimas xilanasa, glucanasa y celulasa, así como su 
habilidad para producir azúcares reductores y proteínas en cultivo líquido agitado y 
estático a 30ºC. P. chrysosporium NRRL 6359 fue la cepa más activa para la producción 
de enzimas. Este microorganismo se evaluó sobre sustratos de residuos de agricultura, 
como bagazo de caña de azúcar tratado, paja de trigo, maíz, cascarilla de arroz, cáscaras de 
cacahuate y celulosa en polvo. Las condiciones óptimas de las enzimas variaron 
dependiendo del sustrato.  Los rendimientos más altos de glucanasa, celulasa y azúcares 
reductores se obtuvieron cuando se usó el bagazo de caña de azúcar tratado (El-Nasser y 
col., 1997). 
 
Kamitsuji y col. (2004) investigaron la producción de MnP a partir de P. ostreatus en 
cultivo sumergido. Los niveles más altos fueron observados luego de 8 días del cultivo en 
medio peptona-glucosa-extracto de levadura, mientras que la máxima actividad en medio 
glucosa-extracto de levadura fue luego de 30 días de cultivo.   
 
Chi y col. (2007) investigaron el co-cultivo en pares de los hongos de podredumbre 
blanca: Ceriporiopsis subvermispora, Physisporinus rivulosus, P. chrysosporium y P. 
ostreatus para estudiar la degradación de la madera de álamo y la producción de enzimas 
ligninasas.  El co-cultivo de C. subvermispora con P. ostreatus estimuló la degradación de 
la madera comparada con los monocultivos.  La lacasa fue estimulada solo en los co-
cultivos con P. ostreatus, mientras que la MnP fue estimulada en co-cultivos de  P. 
ostreatus con C. subvermispora o con P. rivulosus. 
 
Residuos lignocelulósicos del árbol de neem, salvado de trigo y bagazo de caña son 
excelentes sustratos para la producción de enzimas ligninolíticas bajo fermentación sólida 
por los hongos de podredumbre blanca. Verma y Madamwar (2002) encontraron un 
complejo de enzimas ligninolíticas con alta actividad que mostró la mayor descomposición 
cuando se usaron mezclas de sustratos de árbol de neem, desechos de cáscaras y salvado 
de trigo en co-cultivo de P. ostreatus y P. chrysosporium durante 25 días. 
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Yu y col. (2008) investigaron la degradación de lignocelulosa en diferentes especies de 
madera con hongos de podredumbre blanca, en fermentación sólida. Las tres especies 
estudiadas sauce (Salix babylonica), abeto chino (Cunninghamia lanceolada) y bambú 
(Phyllostachys pubescens), fueron degradadas por T. versicolor. La biodegradación de la 
madera de sauce, luego de 120 días, fue la más alta en pérdida de peso (45%), en  lignina 
(58.37%) y en celulosa (47.52%). Los niveles de la actividad endoglucanasa fueron 
similares en todas las maderas y el pico máximo se obtuvo entre el día 30 y 60, mientras 
que el nivel de la actividad de la β-glucosidasa fue más alto sobre la madera de bambú que 
en el abeto chino y en el sauce. La actividad CBH varió grandemente en el período de 
decaimiento y desapareció al finalizar esta etapa. No hubo correlación entre la degradación 
de la celulosa y la actividad de las celulasas durante la biodegradación de las tres maderas. 
T. versicolor produjo altos niveles de MnP sobre madera de bambú antes de los 30 días y 
desapareció entre los días 90 a 120. Los niveles de actividad lacasa fueron máximos en el 
día 10.  Estas dos enzimas mostraron disminución de su actividad después de este tiempo, 
coincidiendo con la baja degradación de la lignina en la etapa final.  
 
Elisashvili y col. (2009) estudiaron la fermentación sumergida y sólida de varios 
subproductos lignocelulósicos (paja de trigo, cáscara de mandarina, pulpa de manzana y 
durazno, hojas de arce)  con 11 basidiomicetos entre los cuales se encuentran varias 
especies de Trametes y Pleurotus.  Se obtuvieron altos rendimientos de celulasa, xilanasa 
y lacasa. Sin embargo el estudio resalta que es necesario explorar más substratos 
lignocelulósicos con diferente composición para explotar la producción de lacasa, debido a 
que cada hongo necesita su propio sustrato para la máxima producción de las enzimas.  
 
P. ostreatus y P. sajor-caju fueron estudiados por su habilidad para producir lacasa y 
CMCasa en diferentes residuos de agricultura como residuos de vinicultura, paja de 
sésamo, paja de arroz, aserrín y mezclas de estos residuos con paja de trigo bajo 
fermentación sólida. Las actividades de lacasa de los hongos evaluados alcanzaron los 
valores más altos en el día 10 de crecimiento micelial. Las mayores eficiencias biológicas 
y actividades CMCasa y lacasa fueron obtenidas por los dos hongos cuando se usaron los 
sustratos mezclados con paja de trigo  (Kurt & Buyukalaca, 2010).  
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1.8 Enzimas 
1.8.1 Lignina peroxidasa (LiP)  
La LiP (EC 1.11.1.14), conocida como ligninasa es una de las enzimas más importantes 
involucradas en la degradación de la lignina.  Esta fue descubierta en 1983 a partir del 
HPB, P. chrysosporium. Posteriormente se encontró en los extractos de medios de cultivo 
de otros Basidiomicetos como Phlebia rediata, T. versicolor, Bjerkandera adusta y el 
Ascomyceto Chrysonilia sitonphila. Las LiPs son glicoproteínas del tipo oligomanosa con 
un peso molecular en el intervalo de 38 a 43 KDa. Esta enzima tiene un alto potencial 
redox, puede oxidar compuestos fenólicos y no fenólicos (Niladevi, 2009). 
 
Las reacciones catalizadas por la LiP incluyen enlaces Cα-Cβ de los lados de la cadena 
propil, hidroxilación de grupos metileno bencílico, oxidación de alcohol bencílico para 
obtener aldehídos o cetonas, oxidación de fenoles y rompimiento de anillos aromáticos de 
los compuestos no fenólicos de la lignina. Esta peroxidasa hemo tiene el mecanismo 
catalítico típico de las peroxidasas, por lo que requiere H2O2 (Figura 1.5).  La enzima 
nativa es oxidada por H2O2 y genera un compuesto I deficiente en dos electrones. Este 
compuesto puede oxidar un compuesto y puede ser reducido a un compuesto II, el cual es 
deficiente en un electrón. Luego de la oxidación de otra molécula por el componente II, la 
LiP regresa a su estado nativo. Cuando hay un exceso de H2O2, este se combinaría con el 
compuesto II de la LiP, generando un compuesto III, el cual es una forma inactiva de la 
enzima.  En muchos casos, los sustratos no tienen acceso al grupo hemo de la LiP y la 
oxidación del sustrato no ocurre.  En tales casos se involucra un mediador redox, que juega 
un papel importante. El veratril alcohol es un excelente sustrato para la LiP y este actúa 
como mediador redox para la oxidación indirecta de otros sustratos. El veratril alcohol 
estimula la oxidación previniendo la inactivación de la enzima y este se oxida a radical 
catiónico VA, que es fuertemente oxidante y actúa transfiriendo un electrón a la reacción 
catalítica de la LiP (Niladevi, 2009). 
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Figura 1.5 Ciclo catalítico de las peroxidasas (Lucas y col., 2001) 
1.8.2 Manganeso peroxidasa (MnP) 
La MnP (E.C. 1.11.1.13) se encontró por primera vez en cultivos ligninolíticos de P. 
chrysosporium, por Kuwahara y col. (1984). Posteriormente se halló en otros hongos de la 
podredumbre blanca y en otros Basidiomycetos, como Agaricus bisporus, Ceriporiospora 
subvermispora, Citocybula dusenii, L. edodes, Nemtoloma forwardii, Panus tigrinus, 
Phlebia radiata, P. ostreatus, Rigidoporus lignosus, Stopharia rugosoannulata y T. 
versicolor (Niladevi, 2009). 
 
La MnP es otra peroxidasa importante en la degradación de la lignina. Es también una 
hemo peroxidasa y requiere H2O2 para su actividad.  El potencial redox del sistema MnP-
Mn es más bajo que el de la LiP y normalmente no oxida compuestos no fenólicos. Sin 
embargo, se ha reportado que MnP a partir de Panus tigrinus es capaz de degradar 
compuestos no fenólicos. La oxidación de la lignina y otros fenoles por la MnP es 
dependiente de iones libres de Mn+2. La MnP muestra una fuerte preferencia por el sustrato 
Mn (II). Esta enzima oxida Mn+2 a Mn+3, el cual es estabilizado por ácidos orgánicos como 
oxalato, malonato, glioxilato, etc., y actúa a su vez como mediador redox que ataca la 
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molécula orgánica y oxida varios compuestos inespecíficamente vía hidrógeno y 
abstracción de un electrón. Los ácidos orgánicos como el oxalato y malonato son 
secretados por los HPB. Los ácidos orgánicos también facilitan la liberación del Mn(III) a 
partir del sitio activo de la enzima.  La oxidación de Mn(II) a Mn(III) ocurre en las 
siguientes etapas: 
 
MnP + H2O2 → MnP compuesto I + H2O (Reacción 1) 
MnP compuesto I + Mn (II) → MnP compuesto II + Mn (III) (Reacción 2) 
MnP compuesto II + Mn (II) → MnP + Mn (III) + H2O(Reacción 3). 
 
El Mn+2 reduce el componente I y el componente II, generando Mn+3, el cual 
posteriormente oxida el sustrato orgánico (Niladevi, 2009). 
 
Esta enzima es reportada en su mayoría en HPB, donde es producida en combinación con 
la LiP o la lacasa. Algunos ejemplos son: Morais y col. (2002a) evaluaron la producción 
de la MnP a partir de P. ostreatus y encontraron grandes diferencias dependiendo del 
medio de cultivo y el tiempo de fermentación.  Kumar y col. (2006) también produjeron 
esta enzima en fermentación sólida sobre hojas de Achras zapota (planta de la india) a 
partir de P. chrysosporium. Otros autores como Boer y col. (2006) y Kamitsuji y col. 
(2004) la han purificado a partir de L. edodes y P. ostreatus respectivamente. 
1.8.3 Lacasa  
La lacasa (EC 1.10.3.2) es una polifenol oxidasa, que pertenece a la familia de las multi-
cobre azul oxidasas y se caracterizan por su capacidad de catalizar la reacción de 
reducción de oxígeno molecular a agua, acoplada a la oxidación de diferentes sustratos, 
como pueden ser fenoles, aminas, ligninas y otros compuestos inorgánicos, de acuerdo con 
la siguiente reacción: 
 
4SH + O2  → 4S + 2H2O 
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En la presencia de mediadores, las lacasas presentan una gama ampliada de sustratos (S) y 
luego son capaces de oxidar compuestos con un potencial redox superior al propio. La 
lacasa, a diferencia de la LiP y la MnP, no requiere H2O2 para oxidar sus sustratos.  El sitio 
activo de cada molécula de lacasa tiene cuatro iones cobre, uno tipo I (T1), uno tipo 2 (T2) 
y dos tipo 3 (T3). Los sitios de los dos iones cobre T3 están antiferromagnéticamente 
acoplados. Los sitios T2 y T3 están organizados en un único grupo que es capaz de ligarse 
al oxígeno, el cual es el aceptor final de electrones. La actividad de la lacasa está 
ampliamente distribuida entre los diferentes grupos de hongos, bacterias y también en 
algunas plantas e insectos (Niladevi, 2009).  
 
Un esquema del ciclo catalítico de reducción de oxígeno, basado en estudios 
espectroscópicos y cristalográficos, puede verse en la Figura 1.6. Partiendo del intermedio 
nativo de la lacasa, el sustrato se oxida reduciendo el centro T1, que transmite los 
electrones al cluster T2/T3, a través de los enlaces covalentes de la cadena cisteína-2 
histidina, formando el intermedio totalmente reducido. La forma totalmente reducida de la 
enzima interacciona con una molécula de oxígeno, obteniendo un intermedio peróxido en 
el que dos de los cobres se encuentran oxidados. En un segundo paso de reducción 
bielectrónico, se regenera el intermedio nativo con desprendimiento de agua (Durán y col., 
2002). 
                                 
Figura 1.6 Ciclo catalítico de la lacasa (Niladevi, 2009) 
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La mayoría de información disponible sobre el sistema enzimático para la degradación de 
la lignina es de P. chrysosporium y T. versicolor. El interés por estudiar las enzimas 
ligninolíticas de una amplia variedad de HPB desde el punto de vista básico y aplicado ha 
ido incrementando. A continuación se mencionan algunas investigaciones para la 
producción de estas enzimas: 
 
 P. ostreatus produjo enzimas, MnP y lacasa en cultivo agitado con el medio 
glucosa/peptona/salvado de trigo (Ha y col., 2001). Trametes trogii ha sido evaluado 
exitosamente produciendo xilanasas, lacasa y MnP.   
 
La producción de enzimas ligninocelulolíticas por T. trogii fue investigada con madera de 
álamo como sustrato. En ausencia de suplemento no se detectó actividad MnP y la lacasa 
con bajos títulos. La producción de estas enzimas incrementó con la adición de fuente de 
carbono y de nitrógeno como extracto de malta y peptona. La actividad LiP fue detectada 
con T. trogii con aserrín suplementado con glucosa y asparagina como fuentes de carbono 
y de nitrógeno respectivamente (Levin y col., 2008). Similares resultados fueron obtenidos 
en cultivo sólido para Ceriporiopsis subvermispora sobre astillas de pino. La producción 
de lacasa y de sus isoenzimas fue modificada a través de la composición del medio y del 
uso de inductores (Souza-Cruz y col., 2004). 
 
La actividad lacasa por P. ostreatus se incrementó luego de optimizar el medio de cultivo 
y usar inductores y lignina. Se observó un efecto sinérgico entre el cobre y la lignina en la 
producción de lacasa (Tinoco y col., 2010).  
 
La producción de lacasa se ha realizado a partir de varios HPB, en diferentes medios y 
para diversos usos. En la revisión de Rodríguez Couto & Toca-Herrera (2006), presentan 
investigaciones de las últimas décadas. Entre las aplicaciones que se mencionan están la 
industria de alimentos y del papel, decoloración de tintes, degradación de xenobióticos y 
tratamiento de efluentes. Se destaca el hongo T. versicolor por la producción de esta 
enzima para la mayoría de las aplicaciones. En cuanto a P. ostreatus se presentan menos 
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investigaciones pero las aplicaciones de la lacasa producida a partir de este hongo tiene 
interés en la degradación de xenobióticos.  
 
Recientemente se ha puesto mucha atención en la comercialización las ligninasas, 
especialmente en la lacasa para diferentes aplicaciones industriales. Novozyme ha 
comercializado lacasa a partir de Trametes villosa y Trametes pubescens (Novozyme 
51003), la cual es muy eficiente en procesos de modificación de la lignina (Singh y col., 
2009). 
1.8.4 Celulasas 
La hidrólisis efectiva de la celulosa a glucosa requiere de la acción cooperativa de tres 
enzimas: el ataque ocurre en las regiones de la celulosa amorfa por la 1,4-β-D-glucano 4-
glucanohidrolasa (EC 3.2.1.4) (celulasa o 1,4-β-endoglucanasa), la cual hidroliza los 
enlaces 1,4-β-D-glucosídicos en la celulosa y otros β-D-glucanos. Una acción combinada 
de la celulosa 1,4-β-D-glucano celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91) (celobiohidrolasa), la cual 
hidroliza enlaces 1,4-β-D-glucosídicos en celulosa y celotetraosa, liberando celobiosa a 
partir de extremos no reductores (exoenzima) y 1,4-β-D-glucano glucohidrolasa (EC 
3.2.1.74) (glucano 1,4-β-glucosidasa), la cual actúa sobre 1,4-β-D-glucanos y 
oligosacáridos relacionados y exohidroliza unidades sucesivas de glucosa a partir de los 
extremos. La hidrólisis final de los oligosacáridos es mediada por la β-D-glucósido 
glucohidrolasa (EC 3.2.1.21) (1,4-β-glucosidasa), la cual actúa sobre los extremos no 
reductores β-D-glucosa liberando β-D-glucosa (Figura 1.7).  
 
La celobiosa también puede ser atacada por la celobiosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.18) 
oxidando celobiosa a celobiolactona bajo la reducción del oxígeno a peróxido de 
hidrógeno y Fe+3 a Fe+2 (Schmidt, 2006). 
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Figura 1.7 Diagrama de la degradación enzimática de la celulosa (Schmidt, 2006) 
 
Las celulasas han sido ampliamente estudiadas y caracterizadas especialmente a partir de 
Trichoderma, particularmente Trichoderma reesei. Pero este hongo no tiene la capacidad 
de degradar lignina y dada la importancia de la degradación de la lignocelulosa, 
actualmente se está investigando mucho otros hongos que cumplan con las dos funciones 
como los HPB (Schmidt, 2006). 
 
Muñoz y col. (2001) investigaron las celobiohidrolasas del hongo P. chrysosporium, 
observando sinergía entre las celulasas de P. chrysosporium y una acción sobre la celulosa 
similar a la que se había encontrado para Trichoderma reesei. Los resultados mostraron 
que las CBH son enzimas claves para la degradación de la celulosa y sugieren que podrían 
permitir una gran eficiencia en aplicaciones particulares.  
 
El cultivo de P. ostreatus y Pleurotus pulmonarius en pulpa de café durante 40 y 50 días 
respectivamente llevó a la producción de carboxilmetilcelulasa (CMCasa), 
celobiohidrolasa (CBH), MnP y lacasa a través del tiempo. Las actividades más altas de 
CMCasa y CBH estuvieron relacionadas con la formación del cuerpo fructífero, mientras 
que la lacasa y  MnP fueron detectadas en diferentes períodos de incubación (Velázquez-
Cedeño y col., 2002) 
Celulosa cristalina 
Endoglucanasa 
Celulosa amorfa 
Glucano 1,4- β -glucosidasa 
Celobiohidrolasa 
Celobiosa 
1,4-β-glucosidasa Glucosa 
gluglucan
anaCelul
asa 
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Baldrian y col. (2005) estudiaron la degradación de lignocelulosa por P. ostreatus en 
presencia y ausencia de cobre, manganeso, plomo y zinc, empleando paja de trigo como 
sustrato. Este hongo produjo las enzimas celulolíticas y hemicelulolíticas endo-1,4-β-
glucanasa, exo-1,4-β-glucanasa, 1,4-β-glucosidasa, endo-1,4-β-xylanasa, 1,4-β-xylosidasa, 
endo-1,4-β-mannanasa y 1,4-β-mannosidasa y enzimas ligninolíticas como manganeso 
peroxidasa y lacasa. La velocidad de colonización del sustrato disminuyó a altas 
concentraciones de Cu y Zn (10 ppm). Las celulasas y hemicelulasas se vieron afectadas 
negativamente por la presencia de los metales, excepto la endo-1,4-β-glucanasa y 1,4-β-
glucosidasa, que incrementaron con la presencia de Zn.   
 
Valásková & Baldrian (2006), compararon el cultivo líquido con celulosa como sustrato 
con el cultivo en fermentación sólida con paja de trigo, usando los hongos de podredumbre 
blanca P. chrysosporium y T. versicolor y el hongo de podredumbre marrón Piptoporus 
betulinus, para evaluar la actividad de las celulasas tanto en la fase líquida como en la 
sólida de los cultivos, y concluyeron que las enzimas pueden estar distribuidas en las dos 
fases dependiendo de las condiciones del cultivo. Para los hongos de podredumbre blanca 
se detectaron las actividades lacasa, MnP, endo-1,4-β-glucanasa, 1,4-β-glucosidasa, 1,4-β-
xilanasa, 1,4-β-mananasa, celobiohidrolasa, 1,4-β-manosidasa y 1,4-β-xilosidasa y para el 
hongo de podredumbre marrón se detectaron las anteriores, excepto lacasa y MnP. 
 
Agaricus brasiliensis, P. ostreatus y Aspergillus flavus produjeron celulasas y 
hemicelulasas en cultivo líquido y sólido sobre residuos agro-industriales. Las máximas 
actividades se obtuvieron en sólido. Para P. ostreatus se reportaron xilanasas, 
endoglucanasas y avicelasas con variación en función del sustrato (Siqueira y col., 2010).
 Capítulo 2. Problema de investigación 
2.1 Planteamiento del problema 
La floricultura es una de las actividades agroindustriales más desarrolladas en Colombia. 
Este sector genera residuos vegetales en grandes cantidades, lo que unido a su lenta 
degradación, dificulta el manejo y se convierte en un problema de alto impacto ambiental, 
pérdida de espacio físico, generación de plagas e impacto negativo sobre el paisaje. En la 
mayoría de los casos, dentro del programa de gestión ambiental, los residuos vegetales se 
tratan en pilas de compostaje, aunque siguen siendo desechos de cosecha subutilizados y 
con bajo o ningún valor. 
 
La hidrólisis enzimática de residuos vegetales agroindustriales es una alternativa para su 
aprovechamiento en la producción de azúcares, sin la necesidad de reemplazar tierras que 
en la actualidad se usan para cultivos alimenticios por los llamados cultivos energéticos, 
con lo cual no se pondría en riesgo la seguridad alimentaria. La hidrólisis enzimática tiene 
ventajas sobre la hidrólisis ácida, especialmente porque las condiciones de operación son 
menos críticas, temperatura cercana a la ambiente, pH moderado, entre 4 y 6, y medios no 
corrosivos y de menor impacto ambiental, lo que la hace atractiva desde el punto de vista 
industrial. Sin embargo, el alto costo de la enzima, y la necesidad de un pre-tratamiento 
químico o biológico para eliminar la lignina, son las principales desventajas frente a los 
catalizadores ácidos. 
 
Para  reducir el costo de la enzima y evitar pre-tratamientos químicos, en este trabajo se 
propone el uso de tres hongos T. versicolor, P. chrysosporium y P. ostreatus, que se espera 
produzcan enzimas que degraden la lignina y la celulosa presentes en un residuo vegetal 
del sector de la floricultura. 
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2.2 Hipótesis 
La lignocelulosa es la biomasa renovable más abundante producida por fotosíntesis. Su 
degradación permite obtener compuestos como la celulosa y hemicelulosa que luego de la 
hidrólisis producen azúcares, principalmente pentosas y hexosas que tienen usos 
potenciales en combustibles y químicos. Sin embargo, para producir este cambio es 
necesario romper la barrera de la lignina de forma tal que haya accesibilidad a la celulosa. 
Esto se logra con pre-tratamientos, etapas necesarias en la mayoría de procesos para la 
destrucción de estructuras recalcitrantes y facilitar la hidrólisis enzimática de la celulosa. 
Aunque se reporta en la literatura un gran número de tratamientos de diferente índole, 
principalmente físicos, químicos, biológicos y combinados, todavía existe el reto de 
encontrar tratamientos más eficientes y económicamente atractivos. 
 
En este trabajo se propone una estrategia para resolver algunos de los problemas asociados 
a los procesos de degradación de lignocelulosa, pre-tratamiento e hidrólisis, como la baja 
productividad como consecuencia de los prolongados tiempos de operación, la producción 
de inhibidores en el caso de los pre-tratamientos químicos, que traen inconvenientes tanto 
en la hidrólisis como en los procesos posteriores en donde se aprovechan los azúcares en 
ella generados, y los altos costos de producción, especialmente cuando se usan enzimas 
purificadas o pre-tratamientos como la explosión con vapor. 
 
Por lo anterior se plantea la hipótesis: Los residuos vegetales provenientes de floricultura 
pueden ser degradados hasta azúcares por hongos basidiomicetos con molienda como 
único pre-tratamiento, en fermentación sumergida, en un tiempo menor a 8 días. La 
degradación será mayor cuando los hongos actúan en co-cultivo que cuando lo hacen 
individualmente, por efecto del sinergismo enzimático. 
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2.3  Objetivos 
2.3.1  Objetivo general 
Degradar residuos vegetales de floricultura empleando hongos lignocelulolíticos para 
obtener azúcares reductores. 
2.3.2 Objetivos específicos 
 
• Estudiar el efecto individual y en co-cultivo de los hongos P. chrysosporium, P. 
ostreatus y T. versicolor sobre la degradación de residuos del cultivo de rosa y 
crisantemo para la producción de azúcares. 
 
• Establecer algunas condiciones que permitan la degradación de residuos de rosa y 
crisantemo para obtener la mayor concentración de azúcares a nivel de laboratorio.  
 
• Evaluar en un reactor de 1.5 litros el efecto del flujo de aire sobre la degradación de los 
residuos de rosa y crisantemo, a las condiciones que permitan obtener la mayor 
concentración de azúcares de acuerdo con la evaluación a nivel de laboratorio. 
2.4  Metodología General 
Para desarrollar los objetivos y demostrar la hipótesis se implementó la metodología que 
se muestra en la Figura 2.1 y que comprende las siguientes etapas generales: 
2.4.1 Selección del hongo o co-cultivo y tiempo del proceso con los 
residuos de crisantemo 
El objetivo de esta etapa fue generar la información necesaria para escoger el hongo o co-
cultivo, así como el tiempo del cultivo. Posteriormente, se realizó el estudio detallado de la 
degradación de residuos de crisantemo y rosa. Para ello, se hicieron cultivos con tres 
hongos de podredumbre blanca (HPB), individualmente y en co-cultivo, a nivel de 
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laboratorio en matraz de 250 mL, en donde la variable de respuesta fue la concentración de 
azúcares reductores como resultado de la degradación.  
2.4.2 Estudio del proceso de degradación con los residuos de rosa y 
crisantemo 
Con el hongo seleccionado se buscó mejorar el proceso de degradación, realizando 
estudios de variación de algunas condiciones como: concentración de residuos, pH, 
adición de sulfato de cobre y adición de sulfato de manganeso. La variable de respuesta 
fue la concentración de azúcares reductores. 
2.4.3 Evaluación del efecto de la aireación en el proceso de degradación a 
nivel de reactor 
El proceso de degradación para cada uno de los residuos fue realizado en reactor de 1.5 L 
con inyección de  flujo de aire (0, 1 y 2 vvm) para estudiar su efecto sobre las variables de 
respuesta, las cuales incluyen: la concentración de azúcares reductores, actividades 
ligninasas y celulasas. 
2.4.4 Evaluación del extracto crudo (hidrolizado)  
El hidrolizado obtenido luego del proceso de degradación del residuo de crisantemo se 
fermentó con Saccharomyces cerevisiae para la producción de etanol. 
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Figura 2.1 Diagrama de flujo de la metodología del proceso de degradación de los residuos 
de rosa y crisantemo con hongos lignocelulolíticos. 
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 Capítulo 3. Selección del hongo o co-cultivo para la 
degradación de los residuos de floricultura 
3.1 Introducción 
Los hongos de podredumbre blanca (HPB) tienen la habilidad de degradar lignina como 
también polisacáridos encontrados en la celulosa y hemicelulosa, por esto tienen el 
potencial no solo de actuar como pre-tratamiento biológico sino también degrada la 
mayoría de los componentes de la lignocelulosa para producir productos de valor (Singh y 
col. 2009). Aunque se han realizado varios trabajos con cultivos individuales, algunos 
sustratos requieren diferentes complejos enzimáticos para que la hidrólisis sea más 
eficiente. Estos complejos pueden obtenerse si en lugar de cultivos con un solo hongo, se 
hacen en co-cultivos con diferentes HPB, que producirían enzimas con interacciones 
sinérgicas que mejorarían la degradación. Este sinergismo está comprobado tanto para 
hongos como para bacterias (Boisset y col., 2000). Sin embargo, los resultados finales 
dependen de las combinaciones de especies particulares, del modo de interacción entre 
especies y de las condiciones nutricionales o micro-ambientales del sustrato a colonizar. 
 
El objetivo de esta etapa de la investigación fue realizar la degradación de residuos de 
crisantemo con los tres hongos de podredumbre blanca P. ostreatus, P. chrysosporium y T. 
versicolor en forma individual y en co-cultivos de los tres hongos o sus diferentes pares, 
para determinar con cuál de ellos se obtiene la mayor concentración de azúcares reductores 
y el tiempo en el que esto se logra. Con base en los resultados se seleccionó el hongo con 
el que se realizó el resto del proyecto. 
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3.2 Materiales y métodos 
3.2.1 Muestreo 
Los residuos vegetales frescos de crisantemo y rosa fueron suministrados por la empresa 
Cultivos del Norte S.A (Tocancipá, Cundinamarca, Colombia). Esta empresa se dedica 
principalmente al cultivo de rosa (Rosa spp.) y Chrysanthemum (Dendranthema 
grandiflora) y aprovecha los residuos vegetales mediante compostaje.   
3.2.2 Molienda 
Los residuos vegetales (hojas y tallos) se lavaron con agua potable, se secaron por 
exposición al sol y se redujeron de tamaño mediante molienda en un molino de cuchillas.  
3.2.3 Caracterización de los residuos 
 
 Tamaño de partícula 
De la etapa de molienda se obtuvieron tres muestras de crisantemo M1, M2 y M3, a las 
cuales se les determinó el tamaño de partícula luego de un análisis por tamizado. Se 
utilizaron tamices estándar Tyler de malla N° 30, 35, 40, 50, 60 y 80 para la M1, N° 18, 
20, 25, 30, 40 y 50 para la M2 y N° 6, 8, 10, 12, 16 y 18 para la M3. El diámetro medio de 
masa se calculó por medio de la ecuación 3.1.  
 
 𝐷! = 𝑥!!!!! 𝐷!" (3.1) 
  
   
Donde:  𝐷!= Diámetro medio de masa 
  𝐷!"= Diámetro de partículas en el incremento 
xi    = Fracción en masa   
 
 
• Composición de los residuos 
Los residuos fueron caracterizados en cuanto a porcentaje de celulosa, lignina y 
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hemicelulosa según el método Fibra Detergente Neutral (FDN) (Van Soest y col., 1991). 
El contenido de fósforo, calcio, potasio, zinc, magnesio, cobre y manganeso, se determinó 
por espectrofotometría de absorción atómica. El contenido de C, H y N se midió siguiendo 
el procedimiento descrito en la norma ASTM 5373-08.  
3.2.4 Microorganismos 
Se empleraon T. versicolor (HPB/P2) y P. ostreatus (HPB/P3) obtenidos del cepario del 
Laboratorio de Biotecnología Aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana sede 
Bogotá, y P. chrysosporium (HPB/P1) donado por  el CINVESTAV–IPN (México). 
 
Los hongos se reactivaron por siembra en agar extracto de salvado de trigo de acuerdo con 
el procedimiento descrito en el Anexo A, a 30ºC por 7 días. La conservación se realizó a 
4ºC en crio-viales con agar extracto de salvado inoculados con discos de agar colonizados 
con biomasa fúngica. Cada tres meses se realizó banco secundario a partir del banco 
primario. 
3.2.5 Evaluación de la inhibición entre los hongos estudiados 
Para evaluar la inhibición de los hongos en co-cultivo se empleó la técnica de 
enfrentamiento dual que facilita la determinación de un posible efecto antagónico de un 
microorganismo sobre otro (Martínez y col., 2003). Los tres hongos individuales se 
sembraron en cajas con agar salvado de trigo colocando un disco de agar con micelio 
fúngico en el centro de la misma, con el fin de medir el crecimiento micelial libre (CML). 
Para los cultivos enfrentados se sembraron dos discos con micelios fúngicos de la 
siguiente manera: P. ostreatus/P. chrysosporium, P. ostreatus/T. versisolor y T. 
versicolor/P. chrysosporium, con el objetivo de medir el crecimiento micelial influenciado 
(CMI). En este caso los centros de cada disco se ubicaron a una distancia de 3 cm en una 
caja con agar salvado de trigo. Cada uno de los hongos individuales y los enfrentados se 
sembraron por triplicado. Luego de 168 horas se midió el CML y el CMI para calcular el 
porcentaje de inhibición micelial (PIM) mediante la ecuación 3.2. 
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 𝑃𝐼𝑀 = 𝐶𝑀𝐿 − 𝐶𝑀𝐼𝐶𝑀𝐿 ×100 (3.2) 
3.2.6 Selección del hongo para la degradación de crisantemo y estudio a 
través del tiempo 
A pesar de que en el proyecto se estudió la degradación de los residuos de rosa y 
crisantemo, para esta etapa, teniendo en cuenta que ambos residuos provienen de 
floricultura, se seleccionaron los de crisantemo con un 𝐷! de 0.38 mm. Para la selección 
del hongo o del co-cultivo de hongos con el que se realizó el resto de proyecto, se hicieron 
experimentos que permitieran determinar cuál de los tres hongos o la combinación de los 
mismos producía una mayor concentración de azúcares reductores.  
 
 Inóculo 
El inóculo se preparó en matraz de 250 mL que contenían 50 mL del medio de cultivo 
(MC) que se describe en el Anexo A. El MC fue inoculado con 10 discos de hongo (5 mm 
de diámetro) crecidos previamente en agar extracto de salvado de trigo2. Después de 7 días 
en condiciones estáticas a 30±2oC se obtuvo el micelio fúngico. La cantidad a inocular de 
cada hongo se definió en peso húmedo equivalente a peso seco, mediante 6 cultivos 
independientes con cada hongo en las condiciones mencionadas, de donde se separó el 
micelio fúngico y se secó en horno a 80 oC durante 20 horas, tiempo en el cual se obtuvo 
peso constante. Se determinó el promedio del peso seco y del peso húmedo de los 6 
cultivos para encontrar el porcentaje de humedad de cada hongo. Teniendo en cuenta este 
porcentaje para cada hongo se estableció el peso húmedo correspondiente a 2.5 g en peso 
seco para inocular en 50 mL de medio residuo (MR), lo que equivale a 5 % (peso seco de 
micelio/mL de medio) de inóculo. El MR contenía 5% (p/v) de residuos de crisantemo en 
agua destilada, sin adición de ningún otro componente.  
 
 Selección del hongo o co-cultivo 
Para evaluar la degradación del residuo de crisantemo con cada hongo y con los co-
cultivo, se planteó un diseño factorial 23, en donde la variable de respuesta fue la 
                                                
2 En incubadura durante 7 días a 30±2oC. 
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concentración de azúcares. En la Tabla 3.1 se muestran los tratamientos, cada uno de los 
cuales se realizó por cuadruplicado. La fermentación sumergida se llevó a cabo en matraz 
de 250-mL con 50 mL de MR a 200±5 rpm, 30±2oC y durante 24 horas, en un agitador 
orbital Ifalpac (Bogotá, Colombia). El medio se esterilizó durante 15 minutos a 121°C. Se 
inoculó con el micelio fúngico correspondiente al 5 % (p/v). Finalizado el tiempo, el 
extracto crudo se separó por centrifugación a 10800 g, durante 15 min, a 4oC, en una 
centrífuga Sorvall RC 6 Plus Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA). La 
concentración de azúcares reductores fue determinada por la técnica del ácido 3,5-
dinitrosalícilico (DNS) (Miller, 1959) empleando un espectrofotómetro Evolution 60 UV-
VIS Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA). Para esto se realizó una curva de 
calibración usando como patrón glucosa con concentraciones desde 0.5 a 2 g/L, tal y como 
se muestra en el Anexo B. 
 
Tabla 3.1 Diseño factorial para la selección del hongo o co-cultivo. 
Tratamiento P. chrysosporium P. ostreatus  T. versicolor 
1 -1 -1 -1 
2  1 -1 -1 
3 -1  1 -1 
4  1  1 -1 
5 -1 -1  1 
6  1 -1  1 
7 -1  1  1 
8  1  1  1 
Variable de respuesta:  Azúcares reductores (g/L) 
Nota: 1 indica la presencia de hongo y -1 su ausencia. 
 
 Evaluación de la degradación de los residuos de crisantemo en 
función del tiempo 
Después de seleccionar el hongo que permitió obtener la mayor concentración de azúcares, 
se evaluó el proceso durante 168 horas, midiendo la concentración de azúcares cada 24 
horas durante las primeras 96 horas y luego a las 168 horas. Se montaron 20 matraces de 
250 mL siguiendo el mismo procedimiento empleado para la selección de los hongos o el 
co-cultivo. Se retiraron 4 matraces a cada tiempo, de forma tal que el valor que se reporta 
corresponde al promedio de cuatro muestras. 
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 Efecto del tamaño de partícula en el proceso de degradación 
Usando el hongo seleccionado y el tiempo en el que se obtuvo la máximo concentración de 
azúcares, se realizó el proceso de degradación con el fin de evaluar los tres tamaños de 
partícula disponibles (M1, M2 y M3). Nuevamente la variable de respuesta fue la 
concentración de azúcares reductores. Las muestras obtenidas también se analizaron por 
HPLC en un cromatófrafo Shimadzu Prominence LC-20AT (Tokyo, Japón) usando una 
columna Biorad Aminex HPX-87P de 300 mm × 7.8 mm (Filadelfia, PA, USA). La 
técnica cromatográfica se estandarizó empleando como patrones celobiosa, glucosa, xilosa, 
galactosa, arabinosa y manosa provenientes de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). La 
fase móvil fue agua purificada a un flujo 0.6 mL/min y la temperatura de la columna fue 
84oC. La elución fue analizada con un detector de índice de refracción Shimadzu RID-10A 
(Tokyo, Japón). Para realizar la cuantificación se determinó una curva de calibración para 
cada estándar con 5 puntos para los patrones en concentraciones de 1 a 10 g/L.  
3.2.7 Análisis estadístico 
Los resultados de la selección del hongo y la evaluación de la degradación en función del 
tiempo se analizaron con el software de estadística IBM SPSS versión 18 (Armonk, NY, 
USA). Las pruebas de normalidad se realizaron con el test de Kolmogorov–Smirnov y la 
homogeneidad de varianzas con el test de Leven. Para los datos que se distribuyeron 
normalmente se aplicó análisis de varianza (ANOVA) de una vía (Tukey) y para los que 
no se distribuyeron normalmente se usó Kruskal Wallis. En todos los casos el nivel de 
confianza fue del 95%. 
3.3 Resultados y discusión 
3.3.1 Caracterización de los residuos de crisantemo y rosa 
 
 Tamaño de partícula 
La distribución de tamaño de los residuos de crisantemo después de la molienda se 
muestra en el Anexo C. El diámetro medio de masa, calculado a partir de los resultados del 
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análisis por tamizado fue: para M1 0.38 mm, para M2 de 0.86 mm y para M3 de 1.63 mm 
para crisantemo. Para rosa solo se estudió un tamaño de partícula cuya distribución de 
tamaño de partícula después de la molienda para los residuos de rosa se presenta en el 
Anexo C. El diámetro medio de masa calculado a partir de los resultados del análisis por 
tamizado fue 0.38 mm.  
 
 Composición de los residuos 
Los resultados de la composición de los dos residuos objeto de este proyecto se presentan 
en la Tabla 3.2. Los porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina, así como el contenido 
de carbono y nitrógeno varían dependiendo del tipo de residuo lignocelulósico. Por esto es 
importante conocer la composición para disponer de la información necesaria para la 
comparación. Por ejemplo la paja de trigo tiene 30% de celulosa, 50% de hemicelulosa y 
15% de lignina, el pasto gigante 45% de celulosa, 31.4% de hemicelulosa y 12 % de 
lignina, la madera dura entre 40 y 55% de celulosa, 24 y 40% de hemicelulosa y 18 a 25% 
de lignina, y los ameros de maíz 45% de celulosa, 35% de hemicelulosa, 15% de lignina 
(Sun & Cheng, 2002). Más aún, también se encuentran diferencias en los análisis para el 
mismo residuo, por ejemplo Chen y col. (2007) reportaron que los ameros de maíz tienen 
59.4% de celulosa, 6.5% de hemicelulosa y 22.2% de lignina, valores muy diferentes a los 
encontrados por Sun y Chen (2002). En general, los residuos de rosa y crisantemo 
muestran diferencia entre sí, especialmente en el porcentaje de hemicelulosa que es menor 
que la mayoría de residuos agro-industriales como los reportados en la Tabla 1.1. 
 
Para conocer la variación en la composición de los residuos de flores se compararon dos 
muestras de cultivos cortados en diferentes épocas del año. La composición de los residuos 
de crisantemo de la muestra cortada en octubre de 2007 fue: celulosa 54.6%, hemicelulosa 
10.6% y lignina 11.4%, mientras que para la cosechada en mayo de 2008 fue: celulosa 
49.6%, hemicelulosa 7.5% y lignina 17.5%. De la misma forma se comparó la 
composición del residuo de rosa. Para la muestra cortada en octubre de 2007 fue: celulosa 
38.4%, hemicelulosa 8.8% y lignina 9.5%, mientras que para la muestra de mayo de 2008 
fue; celulosa 42.9%, hemicelulosa 5.7% y lignina 14.8%. A pesar de que las diferencias 
son menores al 6%, puede verse que aún para la misma especie en el mismo cultivo, hay 
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diferencias en la composición, que podrían influir posteriormente en el proceso de 
degradación. 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, para el resto del proyecto se usarán las muestras de residuo 
de rosa y crisantemo cortadas en mayo. Sin embargo, se realizaron algunos ensayos 
exploratorios con las muestras cortadas en octubre y, por lo menos en la concentración de 
azúcares, la diferencia no fue estadísticamente significativa con el 95% de nivel de 
confianza, a pesar de las diferencias que se presentaron en el párrafo anterior.  
 
Tabla 3.2 Composición de los residuos de floricultura empleados en este proyecto 
Componente Crisantemo Rosa 
Nitrógeno total (%)1 1.75 1.64 
Fósforo total (%)2 0.10 0.18 
Calcio (%)3 0.63 0.78 
Potasio (%)3 1.78 0.88 
Mg (%)3 0.26 0.19 
Cu (mg/kg)3 24.6 8.99 
Fe (mg/kg)3 258 256 
Mn (mg/kg)3 70.7 86.3 
Zn (mg/kg)3 58.8 82.3 
B (mg/kg)4 68.9 66.2 
Lignina (%) B.S5 17.5 14.8 
Fibra en detergente neutro (%) B.S. 5 77.1 68.5 
Fibra en detergente ácido (%) B.S. 5 69.6 62.8 
Celulosa (%)B.S. 5 49.6 42.9 
Hemicelulosa (%)B.S. 7.5 5.7 
Materia seca (%) B.S.6 
Humedad (%) 
Carbono (%)7 
91.5 
8.5 
42.91 
89.5 
10.5 
42.42 
BS: Base seca  
1Micro-Kjeldahl, valoración volumétrica 
2Calcinación a 475°C, valoración colorimétrica con molibdato y vanadato de amonio 
3Calcinación a 475°C, valoración por espectrofotometría de Absorción atómica. 
4Calcinación a 475°C, valoración colorimétrica con azometina- H 
1-4: Análisis realizados por: Laboratorio de Suelos, Facultad de Agronomía 
5Método NDF (Fibra detergente neutral) (Van Soest y col., 1991)    
6AOAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists 
5 y 6 :Análisis realizados por el Laboratorio de Nutrición, Facultad de Medicina Veterinaria y 
Zootecnia  
7Norma ASTM 5373-08 
7 Análisis realizados por el Laboratorio de carbones del Instituto Colombiano de Geología y 
Minería (INGEOMINAS) 
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Según la Tabla 3.2 las mayores diferencias entre los residuos de crisantemo y rosa se 
encuentran para el contenido de cobre, manganeso, potasio y zinc. El porcentaje de 
celulosa es similar pero el porcentaje de lignina es mayor en el residuo de crisantemo. 
 
Estudios que correlacionan los constituyentes de diferentes sustratos, la velocidad de 
crecimiento de Pleurotus spp. y la eficiencia biológica revelaron una alta correlación del 
crecimiento del micelio con la relación celulosa/lignina. Para P. ostreatus el crecimiento 
fue más rápido con paja de trigo y algodón que con cáscaras de maní, cuyas relaciones 
celulosa/lignina son 5.37, 5.02 y 1.32, respectivamente (Philippoussis y col., 2001). En el 
caso de los residuos de crisantemo y rosa las relaciones son: 2.8 y 2.9, lo que indica que 
son sustratos que podrían favorecer el crecimiento micelial, si estos valores se comparan 
con los de la cáscara de maní.  
 
El contenido de carbono para el residuo de crisantemo y rosa fue 42,91% y 42.42%, 
respectivamente, mientras que el de nitrógeno fue 1.75% y 1.64%. Un bajo nivel de 
nitrógeno es, frecuentemente, un prerrequisito para la degradación de lignina (Eriksson y 
col., 1990; Dix y Webster, 1995). Sin embargo un bajo nivel de nitrógeno es un factor 
limitante para la degradación de celulosa (Dix y Webster, 1995). La relación C/N no se 
estudió en esta investigación, dado que se está buscando un proceso de bajo costo, y 
ajustar un valor implicaría adicionar otros componentes como fuente de carbono o de 
nitrógeno.  
3.3.2 Evaluación de la inhibición entre los hongos estudiados 
Los resultados de la evaluación luego de las pruebas de enfrentamiento dual entre los 
hongos mostró inhibición entre ellos. Como puede observarse en el Anexo D, P. ostreatus 
fue inhibido 59.6% por P. chrysosporium y 50% por T. versicolor, mientras que T. 
versicolor fue inhibido 60% por P. chrysosporium. Debido a que en la naturaleza la 
madera y muchos otros microambientes permiten que los hongos crezcan cerca unos de 
otros, se creyó que las interacciones podrían hacer que las especies actuaran de manera 
coordinada sobre el mismo sustrato (Boddy. 2000), incrementando la degradación. Sin 
embargo, aunque esto no se presentó en el medio sólido es necesario comprobar si hay 
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inhibición en cultivo líquido y con los residuos de floricultura, estudio que se presenta a 
continuación. 
3.3.3 Selección del hongo o co-cultivo 
Los porcentajes de humedad del micelio fúngico para cada hongo fueron: P. ostreatus 
90.5±0.9%, P. chrysosporium 92±1.3% y T. versicolor 93±0.9%. Con estos porcentajes se 
determinó la cantidad a inocular en peso húmedo de cada hongo. Inicialmente se realizaron 
ensayos con diferentes porcentajes de inóculo: 2.5%, 5% y 10%. La mayor concentración 
de azúcares se obtuvo cuando se usó el inóculo correspondiente al 5%, razón por la cual 
este valor se usó durante el resto de la investigación. Los resultados mostraron que a 2.5% 
se obtenía una concentración de azúcares más baja que con un inóculo del 5% y cuando se 
empleó el 10% la cantidad de micelio fue tan alta que no hubo un buen mezclado. 
 
El mejor hongo para la degradación de residuos de crisantemo fue P. ostreatus y la 
concentración de azúcares reductores fue de 11.4 g/L en 24 horas, como muestra la  Figura 
3.1. El co-cultivo de los tres hongos o de los pares no incrementó la concentración de 
azúcares como un resultado de la degradación del residuo, incluso luego de 168 horas de 
procesamiento. Estadísticamente hubo diferencias significativas en la concentración de 
azúcares reductores entre los tratamientos (p<0.05). En esta primera etapa el porcentaje de 
hidrólisis máximo, es decir con P. ostreatus, calculado con la ecuación 3.3 fue del 39%, y 
tiene en cuenta la celulosa y hemicelulosa presente en el residuo. 
 
 
(3.3) 
 
  
Donde: RH = Rendimiento de hidrólisis (%)  
AR = Azúcares reductores (g) 
P= Polisacáridos en el sustrato (g) 
 
RH =
AR
P
!0.9!100
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Figura 3.1 Concentración de azúcares reductores después de la degradación de los residuos 
de crisantemo por hongos de podredumbre blanca. Tiempo de proceso 24 h. Control 
abiótico (T1), P. chrysosporium (T2), P. ostreatus (T3), P. chrysosporium and P. ostreatus 
(T4), T. versicolor (T5), P. chrysosporium and T. versicolor (T6), P. ostreatus and T. 
versicolor (T7), P. chrysosporium, T. versicolor and P. ostreatus (T8) 
 
Pleurotus spp. son los hongos más fáciles de cultivar, crecen sobre madera muerta, en los 
árboles, en troncos caídos o en general en sustratos que contengan lignina y celulosa.  P. 
ostreatus creció sobre los residuos de crisantemo sin inconvenientes, y por lo tanto son 
nuevos sustratos para el cultivo de este microorganismo. Como se observa en la Figura 
3.1, la concentración de azúcares con P. ostreatus es por lo menos el triple de la obtenida 
con el co-cultivo de P. ostreatus y T. versicolor, con el que se obtiene la segunda 
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concentración. La obtención de azúcares se dio por la presencia de enzimas como la 
lacasa, MnP y celulasas, como se comprueba en el capítulo 5. Estas enzimas permitieron la 
degradación de la lignina y posterior hidrólisis de la celulosa.  
 
Diferentes especies de Pleurotus han sido ampliamente estudiadas debido a su habilidad de 
degradar la lignina y otros contaminantes aromáticos que causan problemas a nivel 
ambiental (Cohen y col., 2002; Rodríguez, 2004). Estos hongos han desarrollado el 
sistema oxidativo no específico para degradar compuestos aromáticos recalcitrantes, 
incluyendo oxidasas y peroxidasas extracelulares, metabolitos de bajo peso molecular y 
especies reactivas de oxígeno (Saparrata & Guillén, 2005). 
 
En la revisión de Sánchez  (2009), se puede ver la variedad de residuos lignocelulósicos 
que han sido usados para la producción de enzimas por parte de P. ostreatus.  Este hongo 
ha sido cultivado sobre residuos de bagazo de caña y paja de maíz para producir xilanasas, 
celulasas, lacasas y MnP, sobre de pulpa de café, paja de trigo y fibra de algodón para 
producir endoglucanasas, celobiohidrolasas, lacasa y MnP.  
 
A pesar de que los co-cultivos de HPB han sido utilizados para la degradación de material 
lignocelulósico con mejores resultados que con los hongos individuales, y por esa razón se 
propuso evaluarlos y mezclarlos para ver su efecto, con los residuos de crisantemo no 
hubo incremento en la degradación.  Algunos ejemplos del efecto positivo de los co-
cultivos se resumen a continuación: 
 
Baldrian (2004) reportó que el co-cultivo de T. versicolor y P. ostreatus tuvo mayor 
actividad lacasa que cuando se cultivaron individualmente en un medio sintético. Otros 
investigadores sugieren que la competición por espacio y nutrientes puede mejorar la 
degradación de la lignina y una elevada producción de enzimas como la lacasa (Chi y col., 
2007), y que las interacciones con P. ostreatus parecen ser especialmente benéficas desde 
el punto de vista de pérdida de peso y de lignina en las maderas. En el estudio de Sundman 
y Nase (1972) las interacciones miceliales con P. ostreaus presentaron un efecto sinérgico 
durante la degradación de la lignina y lignosulfonatos con más de 20 especies de hongos.  
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Chi y col. (2007) mezclaron en pares a Ceriporiopsis subvermispora, Physisporinus 
rivulosus, P. chrysosporium y P. ostreatus.  La lacasa y la MnP fue estimulada con el co-
cultivo de P. ostreatus y  C. subvermispora en cultivo líquido y con bloques de madera 
durante 2 a 3 semanas. Otras combinaciones de hongos estimularon muy poco o no 
estimularon la degradación de la madera.  P. chrysosporium y P. ostreatus  en co-cultivo 
suprimieron la degradación de la lignina. 
 
Aunque la degradación de los residuos estudiados en co-cultivo fue baja comparada con el 
cultivo individual de P. ostreatus, si se tiene conocimiento de que P. chrysosporium y P. 
ostreatus en co-cultivo producen enzimas con mayor actividad que en monocultivo sobre 
residuos de bagazo de caña, residuos del árbol de neem y paja de trigo en fermentación 
sólida (Verma & Madamwar, 2002). 
 
Los porcentajes de inhibición micelial en medio sólido agar salvado de trigo de los tres 
hongos estudiados fueron menores o iguales al 60%.  Esta inhibición se demostró también 
en los cultivos en líquido usando como sustrato residuos de crisantemo. La inhibición 
puede darse porque los hongos de podredumbre blanca presentan diferentes tipos de 
interacciones, tales como las mutualistas, que son perjudiciales para el uno o el otro 
microorganismo pero no benefician a los dos, o las de tipo competitivo que son las más 
comunes. La competencia puede ser por nutrientes produciendo a la vez competencia por 
espacio. Los mecanismos combativos incluyen el antagonismo a distancia, interferencia de 
las hifas y el contacto micoparasitismo del micelio, interacciones que pueden alterar 
dramáticamente su función (Boddy, 2000). De acuerdo con lo anterior, pudieron ocurrir 
alteraciones del micelio, que afectaron la secreción de las enzimas lignocelulolíticas, 
llevando a un proceso de degradación menor. 
 
Por otra parte, a pesar de que P. chrysosporium es probablemente el hongo más estudiado 
y reportado en la literatura. y se ha demostrado que produce enzimas en cultivo líquido en 
sustratos como madera de cañamo y paja de trigo (Kapich y col., 2004), en esta 
investigación y bajo las condiciones estudiadas, no degradó el sustrato. Aunque no se 
evaluaron enzimas en esta etapa, se podría afirmar que no las produjo ya que la producción 
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de azúcares reductores es la misma del control abiótico. Varias explicaciones se plantean 
al respecto: es posible que el Mn (II) presente en el residuo de crisantemo haya tenido un 
efecto represivo sobre la actividad de la LiP, como ha sido reportado por  Bonnarme y 
Jeffries (1990), quienes afirmaron que bajas concentraciones de Mn (II) (<1.6 ppm) 
estimularon la producción de LiP, pero cuando se adicionó 8 ppm de Mn, la LiP fue 
completamente reprimida. Algunas investigaciones han demostrado que la agitación 
suprime la producción de LiP y la degradación de la lignina en cultivos de P. 
chrysosporium. El cultivo con este HPB requiere la presencia de co-sustrato, alta tensión 
de oxígeno, niveles correctos de ciertos minerales y elementos traza y la concentración de 
nitrógeno es crucial para la inducción del sistema ligninolítico de P. chrysosporium (Kirk 
& Farrell, 1987). Por lo anterior, pueden existir otras condiciones de proceso en las que 
este HPB produzca enzimas y degrade los residuos de crisantemo.  
 
Cabe anotar que en esta etapa del trabajo el objetivo fue evaluar el co-cultivo en el medio 
natural y sin ninguna adición de inductores, buscando un proceso económicamente viable 
y con única variable de respuesta la concentración de azúcares reductores. En la siguiente 
etapa se estudian algunas de las condiciones del proceso con el fin de establecer su efecto 
sobre la degradación de los residuos. 
 
 Evaluación de la degradación de los residuos de crisantemo en 
función del tiempo 
La degradación del residuo de crisantemo con P. ostreatus, hongo seleccionado entre los 
tres estudiados, se evaluó a 24, 48, 72, 96 y 168 horas. Los resultados que presenta la 
Figura 3.2 mostraron que al aumentar el tiempo no se mejora la degradación, y que por lo 
tanto es suficiente con 24 horas de cultivo. Las diferencias entre los tiempos de evaluación 
son estadísticamente significativas en la concentración de azúcares reductores a través del 
tiempo (p<0.05). A partir de las 48 horas se nota una clara reducción en la concentración 
de azúcares, lo que significa que el hongo empieza a consumir los azúcares simples.  
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Figura 3.2 Evaluación de la degradación de los residuos de crisantemo en función del 
tiempo por P. ostreatus. 
 
Una explicación para el corto tiempo del proceso de degradación es la forma en la cual se 
adicionó el inóculo, en este caso micelio vegetativo, que secreta enzimas hidrolíticas y 
oxidativas para convertir los polisacáridos en monosacáridos, ácido acético y fragmentos 
de lignina de bajo peso molecular, los cuales son tomados para el desarrollo de la hifa y se 
convierten en CO2 y H2O y nueva biomasa fúngica (Kirk & Cullen, 1998). Otra razón es 
que el inóculo fue preparado con el sustrato a evaluar, razón por la cual en el proceso de 
degradación se reduce el tiempo de la fase de adaptación. En la degradación del residuo se 
observó la fragmentación de los filamentos debido a la velocidad de agitación de 200 rpm. 
Esto llevó a la liberación de pequeñas piezas de micelio que pueden multiplicarse 
rápidamente sin limitación de transferencia de masa, permitiendo suplir los nutrientes lo 
que no ocurre cuando hay presencia de pellets. Por otra parte, el micelio fúngico puede 
penetrar el sustrato lignocelulósico liberando sustancias aromáticas o fenólicas, solubles en 
agua, lo cual incrementa la secreción de las enzimas ligninolíticas (Kapich y col., 2004).  
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En algunas pruebas iniciales se estudió la producción del inóculo solo con los residuos de 
crisantemo o rosa en agua destilada sin adición de los demás componentes del MC. Los 
resultados mostraron crecimiento abundante de la biomasa fúngica, pero en el proceso de 
degradación no se obtuvieron resultados favorables en cuanto a la concentración de 
azúcares reductores. Por tal razón la adición de salvado de trigo, peptona y extracto de 
levadura, fueron fundamentales para estimular la producción de enzimas en el proceso de 
degradación.  
 
Según la caracterización del residuo de crisantemo la relación C/N es de 24.5 y al 
adicionar el salvado de trigo, peptona y extracto de levadura, se esperara un aumento en el 
nitrógeno y, por lo tanto, una disminución en la relación C/N, lo que pudo favorecer la 
producción de enzimas como lo reportaron Kurt y Buyukalaca (2010), quienes encontraron 
que la adición de salvado de trigo a sustratos lignocelulósicos mejoró el crecimiento de 
Pleurotus spp. y permitió obtener enzimas esenciales para la degradación de la 
lignocelulosa. Como ejemplos, la paja de arroz tuvo una relación C/N de 97.6 y cuando se 
adicionó el salvado de trigo cambió a 34.0, la paja de trigo tuvo una relación C/N de 102.1 
y en mezcla con salvado de trigo disminuyó a 32.6. 
 
La mayoría de las investigaciones para la degradación de residuos agro-industriales usan 
fermentación sólida, procesos que requieren tiempos tan largos como 8 semanas (El-
Gammal y col., 1998; Verma & Madamwar, 2002), 35 días (Zafar y col., 1996), 10 días 
(Elisashvili y col., 2008), 120 días (Adamovic, 1998) y 43 días (Levin y col., 2008), lo que 
es una desventaja en cuanto a productividad. En fermentación sumergida se tienen tiempos 
más cortos, pero aún entre 5 y 14 días (Elisashvili y col., 2006; Elisashvili y col., 2008; 
Elisashvili y col., 2009). Hatakka (1983) estudió el pre-tratamiento de paja de trigo con 19 
hongos de podredumbre blanca. Para  P. ostreatus encontró que el 35% de la paja se 
convirtió en azúcares reductores en cinco semanas. Una conversión similar se obtuvo en 
cuatro semanas con Phanerochaete sordida  y Pycnoporus cinnabarinus. 
 
 
 
Capítulo 3 71 
 
• Efecto del tamaño de partícula 
Los residuos se muelen para reducir la cristalinidad de la celulosa, lo que puede mejorar la 
degradación, razón por la cual se estudió el efecto del tamaño de partícula sobre la 
degradación del residuo de crisantemo.  El proceso se realizó con P. ostreatus en 24 horas 
de proceso. En la Tabla 3.3 se observa que la degradación del crisantemo no se vio 
afectada por los tamaños de partícula estudiados. Adicionalmente se realizaron las 
cromatografías de estas muestras, que se presentan en el Anexo C, en donde el perfil de 
azúcares fue similar en los tres casos. 
 
Wen y col. (2004) utilizaron estiércol de animal como material lignocelulósico para 
obtener azúcares fermentables.  Para la hidrólisis enzimática usaron diferentes tamaños de 
partícula del sustrato: 840~590 µm, 590~350 µm, 350~250 µm, <250 µm y una mezcla 
que contenía todos los tamaños. La concentración más baja de glucosa (~4.2 g/L) y el 
menor rendimiento de hidrólisis (~7 g glucosa/100 g de estércol), se obtuvo con el sustrato 
de tamaño 840~590 µm. Para la mezcla de los diferentes tamaños la concentración de 
glucosa fue ~5.2 g/L.  Disminuir el tamaño de partícula a 590~350 µm incrementó el 
rendimiento de glucosa en 29%. Sin embargo, reducir el tamaño de partícula a valores 
menores a 590 µm no incrementó la concentración de glucosa, sugiriendo que el tamaño 
de partícula no fue un factor limitante. 
 
Tabla 3.3 Concentración de azúcares reductores obtenidos en el proceso de degradación de 
residuos de crisantemo de diferente tamaño con P. ostreatus. 
Muestra Diámetro medio de 
masa 
 (mm) 
Concentración de 
azúcares reductores 
(g/L) 
M1 0.38 10.2±0.4 
M2 0.86 10±0.7 
M3 1.63 10.8±0.4 
 
Para la hidrólisis de los residuos de crisantemo se puede concluir que el tamaño de 
partícula no fue un factor limitante para la producción de azúcares reductores y se podría 
usar cualquiera de los tres tamaños estudiados. Teniendo en cuenta que las etapas de 
selección del hongo y evaluación en función del tiempo se realizaron con los residuos de 
crisantemo con un diámetro medio de masa de 0.38 mm, que corresponde aproxidamente a 
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al incremento entre los tamices de malla No 35 y 42, para todo el trabajo de investigación 
de aquí en adelante se usará este tamaño de partícula, tanto para crisantemo como para 
rosa.   
 
Un comportamiento similar fue reportado por otros autores. Negro (1991), investigó el 
efecto del tamaño de partícula (0.25, 0.50, 0.75, 1.0 y 2 mm) en la hidrólisis enzimática del 
cardo y concluyó que el grado de molienda no afectó la producción de glucosa y de 
azúcares reductores en el intervalo estudiado. Mc Donald y col. (1983) observaron que en 
el intervalo 45-300 µm, no hubo efecto del tamaño de partícula luego de la hidrólisis 
enzimática sobre maíz.  Rivers y Emert (1988), utilizaron sustratos tales como bagazo de 
caña de azúcar y paja de  trigo y no encontraron que el tamaño de partícula sea un factor 
principal en la hidrólisis enzimática en el intervalo estudiado (107-947 µm).
  
Capítulo 4.  Estudio del proceso de degradación de 
los residuos de crisantemo y rosa con P. ostreatus a 
nivel de laboratorio 
4.1 Introducción 
Para la degradación de la lignocelulosa se han usado diferentes metodologías buscando la 
máxima conversión, pero en algunos casos esto implica tiempos largos de proceso, medios 
sintéticos o el empleo de enzimas comerciales en altas dosis, incrementando los costos.  
Sin embargo, para tener éxito a largo plazo y especialmente al escalar los procesos deben 
plantearse análisis que demuestren sostenibilidad ambiental y viabilidad económica. En 
esta etapa de la investigación se buscó encontrar las mejores condiciones para el proceso 
de degradación con los residuos de rosa y crisantemo, sin recurrir a las estrategias ya 
mencionadas.  
 
Entre los factores que afectan la hidrólisis enzimática de los residuos se pueden mencionar 
algunos de gran importancia como la concentración del sustrato, porque de ésta depende la 
cantidad de azúcares que se puede obtener, el pH, que tiene implicaciones en el 
crecimiento del hongo y en la producción de enzimas, el contenido de metales como el 
cobre, el manganeso, el zinc, el hierro, el calcio, entre otros, que son necesarios para el 
metabolismo, el desarrollo, las funciones celulares y la reproducción que están 
relacionados con la expresión de las enzimas. En el caso del proceso de degradación de 
residuos de rosa y crisantemo se estudiará el efecto de la concentración de residuos, cobre 
y manganeso y pH, sobre la cantidad de azúcares reductores obtenidos. Se quiere 
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determinar el comportamiento alrededor de un intervalo de valores de cada una de ellas, 
para encontrar aquellos que maximicen la variable de respuesta.  
4.2. Materiales y métodos 
 
• Diseño de experimentos 
En la etapa anterior se seleccionó P. ostreatus para la degradación de los residuos de 
crisantemo y el tiempo del proceso 24 h.  Bajo estas condiciones se estudió el efecto de la 
concentración del residuo, el pH y los inductores cobre y manganeso sobre la degradación 
de los residuos de rosa y crisantemo, medido a través de la concentración de azúcares 
reductores.  
 
El diseño de experimentos se planteó con base en la Metodología de Superficie de 
Respuesta (MSR). Esta metodología fue introducida por Box y Wilson (1951) y es una 
colección de técnicas que permite al investigador inspeccionar una respuesta, que se puede 
mostrar como una superficie, cuando los experimentos investigan el efecto que tienen 
varios factores cuantitativos sobre los valores que toma una variable dependiente o 
respuesta.  
 
Existen varias clases de diseños desarrollados para aproximar una superficie de segundo 
orden. Entre estos están los diseños centrales compuestos, propuestos por Box y Wilson 
(1951), y que no requieren tantos experimentos como los diseños factoriales 3k o los 
diseños Box-Behnken. Los diseños centrales compuestos son diseños de tratamientos 
factoriales 2k con 2k combinaciones adicionales llamadas puntos axiales y nc puntos 
centrales. Las coordenadas de los puntos axiales de los ejes del factor codificado son 
(±α,0,0… ,0), (0,±α,0,0… ,0), (0,0,0,… ,±α) y los puntos centrales son de la forma 
(0,0,0,...,0). Dependiendo de la elección de α en los puntos axiales, el diseño central 
compuesto puede tener diferentes propiedades como ortogonalidad, rotabilidad y 
uniformidad. La rotabilidad es una propiedad con α=(2k)1/4, donde k es el número de 
factores y se cumple que la varianza de los valores estimados sea constante en puntos 
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equidistantes del centro del diseño (Figueroa, 2003).  
 
Para este caso, se planteó un diseño de experimentos de superficie de respuesta, compuesto 
central rotable 24 + estrella, aleatorizado, en 3 bloques y cuatro factores experimentales: 
concentración de residuo en el intervalo de 5 a 10 % (p/v), pH entre 3 y 6, concentración 
del inductor sulfato de cobre (CuSO4) entre 0 y 5 mM e inductor sulfato de manganeso 
(MnSO4.H2O) en el mismo intervalo del sulfato de cobre. Estos valores son adicionales al 
contenido de cobre y manganeso presente en los residuos. El diseño constó de 81 ensayos 
para cada uno de los residuos, incluyendo 3 puntos centrales por bloque. Las tablas con los 
ensayos que conforman cada experimento se presenta en los Anexos E y F. Para el diseño 
de experimentos y análisis de resultados se usó la herramienta estadística Statgraphics 
Centurion versión 11 (StatPoint Inc., Warrenton, VA, USA). Se aplicó el modelo 
cuadrático del tipo descrito en la ecuación 4.1, y así se generó el análisis de regresión para 
cuantificar la influencia de las variables independientes sobre la concentración de azúcares 
reductores. 
 
 
 
(4.1) 
 
Donde: Y= Variable de respuesta 
β0, βi, βii, y βij = Coeficientes de regresión 
Xi a Xj= Variables independientes 
 
 Proceso de degradación  
El inóculo se preparó de la misma forma que se describe en el numeral 3.2.5. Para esta 
etapa el medio residuo modificado (MRM) estuvo compuesto por una solución tampón 
citrato de potasio 0.1 M a pH específico, sulfato de cobre, sulfato de manganeso y el 
residuo de rosa o crisantemo en las concentraciones requeridas para cada tratamiento de 
acuerdo con el diseño de experimentos mostrado en los Anexos E y F. 
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El proceso de degradación se realizó en matraz de 100 mL con un volumen de 20 mL de 
MRM, en un agitador orbital Ifalpac (Bogotá, Colombia), a 200±5 rpm, 30±2oC durante un 
día (24 horas). El sustrato se esterilizó durante 15 minutos a 121°C. Se inoculó la biomasa 
fúngica y luego de 24 horas, el extracto crudo se separó por centrifugación en una 
centrífuga Sorvall RC-6 plus Sorvall RC 6 Plus Thermo Scientific Co (Waltham, MA, 
USA), a 10800 g durante 15 min y a 4oC. La concentración de azúcares reductores fue 
determinada por la técnica de DNS (Miller, 1959).  
 
Luego de realizar todos los ensayos del diseño, se usó el modelo de segundo orden para 
obtener las condiciones que maximizan la concentración de azúcares reductores. A estas 
condiciones se hizo el proceso por quintuplicado, con el fin de validar la predicción. Las 
muestras obtenidas también se analizaron por HPLC en un cromatógrafo Shimadzu 
Prominence LC-20AT (Tokyo, Japón) usando una columna Biorad Aminex HPX-87P de 
300 mm × 7.8 mm (Filadelfia, PA, USA). La técnica cromatográfica se estandarizó 
empleando como patrones celobiosa, glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y manosa 
provenientes de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). La fase móvil fue agua purificada a 
un flujo 0.4 mL/min y la temperatura de la columna fue 84oC. La elución fue analizada con 
un detector de índice de refracción Shimadzu RID-10A (Tokyo, Japón). Para realizar la 
cuantificación se determinó una curva de calibración para cada estándar con 5 puntos para 
los patrones en concentraciones de 1 a 30 g/L. En el Anexo G se muestran las curvas de 
calibración. 
4.3 Resultados y Discusión 
4.3.1 Estudio del proceso de degradación del residuo de crisantemo 
con P. ostreatus 
La Figura 4.1 corresponde al diagrama de Pareto de la influencia de las variables 
estudiadas y de las combinaciones de segundo orden sobre la concentración de azúcares 
reductores. De acuerdo con el análisis de varianza (ANOVA) cuatro efectos tuvieron 
valores de p menores que 0.05, entre estos la concentración de residuo y la concentración 
de sulfato de manganeso, indicando que son significativamente diferentes de cero con un 
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nivel de confianza del 95%. El estadístico R2 indica que el modelo explica el 71% de la 
variabilidad de la concentración de  azúcares reductores. La concentración de azúcares 
reductores no fue afectada (p>0.05) por la concentración de cobre y el valor del pH. Esto 
significa que si el objetivo es obtener azúcares reductores, el cobre que está presente en el 
residuo, es decir 24.6 mg/kg sería suficiente. 
La ecuación 4.2 corresponde al modelo de segundo orden que se ajustó a los datos 
experimentales.   
 
 
 
(4.2) 
Donde: Y= Azúcares reductores (g/L), X1= Residuo % (p/v), X2=pH, X3= Cu (mM), 
X4=Mn (mM) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1 Diagrama de Pareto del efecto estandarizado de las variables de estudio sobre la 
concentración de azúcares reductores para la degradación de residuos de crisantemo 
 
El comportamiento de los efectos de las variables principales se presenta en la Figura 4.2. 
En la Figura 4.1 puede observarse que la concentración de residuo y de cobre tienen un 
efecto negativo, mientras que el pH y la concentración de manganeso tienen un efecto 
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positivo. Como el efecto del inductor manganeso es diferente de cero, adicionar 
manganeso incrementa la concentración de azúcares reductores.  
             
Figura 4.2 Efectos de las variables de estudio sobre la concentración de azúcares 
reductores en la degradación de residuos de crisantemo. Concentración del residuo de 2.5 a 
12.5 % p/v, pH de 1.5 a 7.5 y Concentración de sulfato de cobre y manganeso adicional al presente 
en el residuo de  0 a 7.5 mM. 
 
La Figura 4.3 muestra el efecto de la concentración de manganeso y el porcentaje de 
residuos sobre la producción de azúcares reductores por parte de P. ostreatus. La 
superficie de respuesta tiene un punto máximo, que corresponde a la combinación de las 
variables concentración de sulfato de manganeso y el porcentaje de residuos que maximiza 
la concentración de azúcares, y que son 7.5 mM de sulfato de manganeso, lo que 
corresponde  a 134 ppm ó 2.4 mM de Mn y 6.3% (p/v) de residuos.   
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Figura 4.3 (A) Superficie de respuesta y (B) Diagrama de contorno del efecto de la 
concentración de residuos y la concentración de sulfato de manganeso sobre la 
concentración de azúcares reductores en la degradación de residuos de crisantemo con P. 
ostreatus a pH 5.6 y sulfato de Cu 7.5 mM 
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La Tabla 4.1 muestra la combinación de valores de las variables de estudio que maximiza 
la concentración de azúcares reductores. La concentración máxima de azúcares reductores 
estimada por el modelo fue 20.3 g/L.   
 
Tabla 4.1 Combinación de factores que maximizan la concentración de azúcares para la 
degradación de residuos de crisantemo con P. ostreatus a nivel de laboratorio. 
Factor Bajo Alto Óptimo 
Concentración de residuo (% p/v)   2.5 12.5 6.3 
pH 1.5 7.5 5.6 
Concentración de sulfato de cobre (mM) 0 7.5 7.5 
Concentración de sulfato de manganeso (mM) 0 7.5 7.5 
 
La concentración de azúcares obtenida en el proceso de degradación de residuos de 
crisantemo a las condiciones de la Tabla 4.1 fue 16.5±1.2 g/L, valor más bajo que el 
estimado por el modelo. Esta muestra se analizó por HPLC y los azúcares identificados y 
cuantificados en porcentaje en peso fueron: 3.3% de celobiosa, 75% de glucosa, 21.1% de 
manosa, 1% de galactosa. El cromatograma se muestra en la Figura 4.4. De acuerdo con la 
cantidad de azúcares reductores totales obtenidos y el contenido de celulosa y 
hemicelulosa presente en el crisantemo, el rendimiento de hidrólisis fue del 45%. Este 
porcentaje aumentó 6% con respecto al proceso sin inductores, mientras que la 
concentración de azúcares se incrementó en 45%. 
 
Como se observa en la Figura 4.2, la concentración de manganeso tiene un efecto positivo 
y es posible que con valores mayores al límite superior del intervalo de estudio, se 
obtengan mejores resultados. Por esta razón se realizó un ensayo por triplicado con las 
condiciones que maximizan la concentración de azúcares, pero a concentración de sulfato 
de Mn de 10 mM, lo que corresponde a 179 ppm de Mn.  Los resultados mostraron que el 
contenido de azúcares disminuyó a 12±1g/L, por lo que se descarta el uso de una 
concentración mayor a 7.5 mM. La disminución en la concentración de azúcares puede 
atribuirse a un efecto inhibitorio de la enzima MnP.   
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Compuesto Tiempo de retención  
(min) 
Concentración 
(g/L) 
Celobiosa 15.110 0.451 
Glucosa 18.438 10.224 
Galactosa 21.258 0.145 
Manosa 24.496 2.903 
 
Figura 4.4 Cromatografía del extracto obtenido luego de la degradación de los residuos de 
crisantemo con P. ostreatus a condiciones que maximizan la concentración de azúcares. 
4.3.2 Estudio del proceso de degradación del residuo de rosa con P. 
ostreatus 
La Figura 4.5 corresponde al diagrama de Pareto de la influencia de las variables 
estudiadas y de las combinaciones de segundo orden sobre la concentración de azúcares 
reductores. De acuerdo con el análisis de varianza (ANOVA), cinco efectos tuvieron 
valores de p menores que 0.05, entre estos la concentración de residuo, el pH y la 
concentración de manganeso, indicando que son significativamente diferentes de cero con 
un nivel de confianza del 95%. El estadístico R2 indica que el modelo explica el 61% de la 
variabilidad de la concentración de  azúcares reductores. La concentración de azúcares 
reductores no fue afectada (p>0.05) por la concentración de cobre. Esto significa que si el 
objetivo es la producción de azúcares no sería necesario adicionar cobre, y el contenido en 
este en el residuo, 8.99 mg/kg, sería suficiente. 
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La ecuación 4.3 corresponde al modelo de segundo orden que se ajustó a los datos 
experimentales.   
 
 
 
(4.3) 
 
Donde: Y= Azúcares reductores (g/L), X1= Residuo % (p/v), X2=pH, X3= Cu (mM), 
X4=Mn (mM) 
 
El comportamiento de los efectos de las variables principales se presentan en la Figura 4.6. 
En la Figura 4.5 puede observarse que la concentración de residuo, la concentración de 
manganeso, la concentración de cobre y el pH tienen un efecto positivo.   
 
La Figura 4.7 presenta el efecto de la concentración de sulfato de manganeso y el 
porcentaje de residuos sobre la producción de azúcares reductores producidos en el 
proceso de degradación del residuo de rosa con P. ostreatus. La superficie de respuesta 
tiene un máximo, que corresponde a la combinación de la concentración de sulfato de 
manganeso y el porcentaje de residuos que maximiza la concentración de azúcares: 7.5 
mM de sulfato de Mn (134 ppm ó 2.4 mM de Mn+2) y 11.8% (p/v), a pH de 5.6 y 7.5 mM 
de sulfato de cobre (190 ppm ó 3 mM de Cu+2). En la Figura 4.8 se observa la superficie 
de respuesta que muestra un máximo, correspondiente a la combinación de pH y 
porcentaje de residuos que maximiza la concentración de azúcares a 7.5 mM de sulfato de 
Mn y 7.5 mM de sulfato de cobre.  
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Figura 4.5 Diagrama de Pareto del efecto estandarizado de las variables de estudio sobre la 
concentración de azúcares reductores para la degradación de residuos de rosa 
     
Figura 4.6 Efectos de las variables de estudio sobre la concentración de azúcares 
reductores en la degradación de residuos de rosa. Concentración del residuo de 2.5 a 12.5 % 
p/v, pH de 1.5 a 7.5 y Concentración de sulfato de cobre y manganeso adicional al presente en el 
residuo de  0 a 7.5 mM. 
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Figura 4.7 (A) Superficie de respuesta y (B) Diagrama de contorno del efecto de la 
concentración de residuos y el sulfato de Mn sobre la concentración de azúcares reductores 
producidos en la degradación de residuos de rosa con P. ostreatus. pH 5.6 y sulfato de Cu 
7.5 mM. 
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Figura 4.8 (A) Superficie de respuesta y (B) Diagrama de contorno del efecto de la 
concentración de residuos y el pH sobre la concentración de azúcares reductores 
producidos en la degradación de residuos de rosa con P. ostreatus. Sulfato de Mn 7.5 mM 
y sulfato de Cu 7.5 mM  
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La Tabla 4.2 muestra la combinación de valores de las variables de estudio que maximiza 
la concentración de azúcares reductores. La concentración máxima de azúcares reductores 
estimada por el modelo es 16.8 g/L.  
 
Tabla 4.2 Combinación de factores que llevaron al proceso optimizado para la degradación 
de residuos de rosa con P. ostreatus a nivel de laboratorio. 
Factor Bajo Alto Óptimo 
Concentración de residuo (% p/v) 2.5 12.5 11.8 
pH 1.5  7.5 5.6 
Concentración de sulfato de cobre (mM)    0  7.5       7.5 
Concentración de sulfato de manganeso (mM)    0  7.5 7.5 
 
Según la Tabla 4.2, el porcentaje de residuos de rosa luego que maximiza la concentración 
de azúcares fue de 11.8% p/v. Sin embargo, al realizar el proceso experimental se observó 
que era difícil hacer una buena agitación debido a la cantidad de sólidos y además se 
disminuye el volumen de extracto obtenido en cerca del 50%, por la adosrción del agua 
por parte del residuo. Por lo anterior, se realizó el proceso cambiando el porcentaje de 
residuos de rosa a 10% (p/v), con lo cual se recuperó el 85% en volumen del extracto. En 
cuanto a la concentración de azúcares no cambió con respecto al óptimo a pesar de la 
variación en el porcentaje del residuo.  
 
La concentración de azúcares obtenida experimentalmente a las condiciones que la 
maximizan fue de 17.9±1.5 g/L, valor mayor que el estimado por el modelo. La muestra se 
analizó por HPLC, y los azúcares identificados y cuantificados fueron: 3% de celobiosa, 
79.6% de glucosa, 0.34% de galactosa y 16.9% de manosa. La cromatografía de esta 
muestra se presenta en la Figura 4.9. De acuerdo con la cantidad de azúcares reductores 
totales obtenidos y el contenido de celulosa y hemicelulosa presente en el residuo de rosa, 
el rendimiento de hidrólisis fue del 37%. La concentración de azúcares fue mayor que para 
el crisantemo debido a que el porcentaje de residuo fue mayor. 
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Compuesto Tiempo de retención 
(min) 
Concentración 
(g/L) 
Celobiosa 15.227 0.392 
Glucosa 18.417 10.508 
Galactosa 21.099 0.045 
Manosa 24.493 2.226 
Figura 4.9 Cromatografía del extracto obtenido luego de la degradación de los residuos de 
rosa con P. ostreatus en condiciones que maximizan la concentración de azúcares. 
 
Como se observa en la Figura 4.5, la concentración de manganeso tiene un efecto positivo 
y es posible que con valores mayores al límite superior del intervalo de estudio, se 
obtengan mejores resultados. Por esta razón se realizó un ensayo por triplicado con las 
condiciones que maximizan la concentración de azúcares, pero a concentración de sulfato 
de Mn 10 mM.  Los resultados mostraron que el contenido de azúcares disminuyó a 
12.7±1.2 g/L, por lo que se descarta el uso de una concentración mayor a 7.5 mM. La 
disminución en la concentración de azúcares puede atribuirse a un efecto inhibitorio de la 
enzima MnP.   
4.3.3 Comparación de los procesos de degradación de los residuos de 
rosa y crisantemo.  
La influencia de la concentración de Zn+2 y Cu+2 ha sido investigada por varios autores por 
el efecto que tienen sobre la actividad de las enzimas LiP y MnP. Singhal y Rathore (2001) 
encontraron que la actividad óptima de estas enzimas se presenta a 18 µM de Zn+2 y a 1.2 
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µM de Cu+2. El efecto del Zn se evidenció al aumentar la concentración de Zn+2 de 0.6 µM 
a 18 µM. Por otro lado Jeffries y col. (1981) encontraron estimulación en la degradación 
de la lignina cuando disminuyeron 10 veces las concentraciones de Zn, Fe y Mo con 
respecto al medio basal y el valor óptimo de Zn fue 0.6 µM. De acuerdo con la Tabla 3.2 y 
los porcentajes de residuos usados para el proceso de degradación, la concentración de Zn 
es 56.6 µM (3.7 ppm) para crisantemo y 125.8 µM (8.2 ppm) para rosa. En el residuo de 
rosa el contenido de Zn es 122% mayor que en el de crisantemo, lo que podría explicar las 
diferencias en los porcentajes de hidrólisis, menor para el proceso de degradación de rosa. 
El Zn pudo ser tóxico para el hongo y afectar las actividades de las ligninasas. 
 
En cuanto a la concentración de Mn aunque los dos residuos tienen concentraciones 
similares, de acuerdo con los resultados del estudio es conveniente incrementarla 
adicionando Mn. La razón es el requerimiento de este metal por parte de la enzima MnP. 
Esta enzima juega un papel importante en la depolimerización de la lignina. Según 
Bonnarme y Jeffries (1990), la actividad de la MnP incrementa con la concentración de 
Mn (II). Sin embargo, valores demasiado altos de Mn (II) tienen un efecto inhibitorio. 
Estos investigadores encontraron un máximo en la actividad a 40 ppm de Mn (II) y efecto 
inhibitorio a 199 ppm. Por tal razón cuando en la degradación de los dos residuos se 
adicionó una concentración mayor de Mn, es decir 179 ppm de Mn (10 mM de sulfato de 
manganeso) a la que maximiza los azúcares reductores de acuerdo con el modelo de 
segundo orden, y teniendo en cuenta que los residuos contienen manganeso en su 
composición, probablemente se presentó inhibición de la MnP, lo que se vio reflejado en la 
disminución de la concentracion de azúcares reductores. 
 
En la degradación de los dos residuos, el valor óptimo de pH fue 5.6. En el caso del 
proceso con crisantemo, la concentración de azúcares reductores no se vio afectada por el 
pH en el intervalo estudiado (1.5-7.5), lo cual confirma lo reportado por Dix y Webster 
(1995), quienes afirman que muchos hongos prefieren los ambientes ácidos, pero toleran 
un amplio intervalo de pH, con excepción de los Basidiomycota, los cuales no crecen bien 
a valores de pH por encima de 7.5. Para la degradación de rosa, el análisis estadístico 
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mostró que hay diferencia significativa en la concentración de azúcares en el intervalo de 
pH evaluado. Sin embargo, los porcentajes de hidrólisis en los valores límite del intervalo 
de  pH, 1.5 y 7.5, los porcentajes de hidrólisis fueron muy similares. Esta incoherencia se 
atribuye al modelo ajustado para el residuo de rosa, que predice con menor exactitud los 
datos experimentales. 
 
En cuanto a la concentración de residuos, cobre y manganeso, los análisis estadísticos 
permitieron concluir lo mismo. A pesar de que la concentración de cobre es muy diferente 
en los dos residuos, su efecto no fue significativo en la producción de azúcares. 
 
Una de las opciones para incrementar la concentración de azúcares, es utilizar el sustrato 
en una concentración más alta que la evaluada. Sin embargo, si se observa la Figura 4.2 
para el residuo de crisantemo, a bajas concentraciones se ve un incremento de los azúcares, 
pero a concentraciones altas no, lo cual podría ser resultado de inhibición por sustrato. El 
grado de inhibición del sustrato depende de la relación sustrato total a la enzima total 
como lo reportó Huang y Penner (1991). Estos investigadores encontraron inhibición en el 
proceso de hidrólisis con celulasas (de T. reesei) cuando usaron Avicel PH 101 como 
sustrato. La inhibición se presentó con relaciones sustrato/enzima (Unidades Enzimáticas) 
mayores a 5. Penner y Liaw (1994) informaron que la relación óptima de sustrato Avicel 
PH 105/enzima (Unidades enzimáticas) fue de 1.25. La susceptibilidad de los sustratos 
celulósicos a las celulasas depende de las características estructurales, incluyendo la 
cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerización, el área superficial y el contenido 
de lignina. La lignina interfiere con la hidrólisis bloqueando el acceso de las celulasas. Es 
así, que remover la lignina puede incrementar la velocidad de hidrólisis (Mc Millan, 1994).  
 
La concentración de sustrato determinada para el proceso de degradación de los residuos 
fue evaluada en un intervalo de 2.5 a 12.5%(p/v) de acuerdo con el diseño de 
experimentos. Los óptimos fueron 6.3% y 11.8% para crisantemo y rosa, respectivamente. 
En la Figura 4.6 se observa que al incrementar la concentración de residuo de rosa 
incrementa la cantidad de azúcares, comportamiento diferente para el crisantemo. Una de 
las diferencias entre los dos residuos fue la capacidad de adsorción de líquido, lo que se 
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observó al variar las concentraciones de residuo. Los residuos de crisantemo adsorben más 
el líquido que la rosa y las propiedades de mezclado se ven afectadas a altas 
concentraciones, obteniéndose menos extracto líquido al finalizar el proceso. Esta es una 
de las razones por las cuales el porcentaje que maximiza los azúcares para rosa es mayor y, 
a diferencia del crisantemo no se alcanzó a detectar inhibición en el intervalo estudiado. 
Aumentar la concentración del sustrato crea un problema desde el punto de vista de los 
fenómenos de transporte,  ya que hay una ineficiente transferencia de masa. 
 
De acuerdo con lo anterior y teniendo en cuenta que la relación C/N, la relación 
celulosa/lignina, el contenido de Mg, Ca y Fe fueron similiares para los dos residuos, la 
diferencia más influyente fue el contenido de Zn, a la cual se le atribuye el hecho de haber 
obtenido un porcentaje de hidrólisis menor en el proceso de degradación de rosa (37%) 
con respecto al de crisantemo (45%). Para verificar el efecto del zinc, se plantearon 
ensayos de crecimiento de P. ostreatus en agar salvado de trigo sin adición de este metal y 
con adición de concentraciones equivalentes a las presentes en los procesos de degradación 
de crisantemo y rosa, es decir 3.7 ppm y 8.2 ppm respectivamente, y con una 
concentración más alta correspondiente a 350 ppm de Zn. Los resultados de este estudio se 
presentan en el Anexo H. 
 
El crecimiento del micelio del hongo a nivel cualitativo es díficil de analizar, pero se 
observa disminución en el crecimiento radial cuando se adiciona Zn y podría afirmarse que 
afecta la morfología del micelio, ya que las hifas se ven más delgadas cuando crece con 
adición de Zn, lo que es evidente a la concentración de 350 ppm en la fotografía del Anexo 
D. Se ha demostrado que la velocidad de colonización micelial de P. ostreatus en suelo 
disminuye con el incremento de la concentración de metales pesados (Baldrian y col. 
2000). Baldrian y col. (2005) afirmaron que la velocidad de crecimiento del micelio de P. 
ostreatus en columnas con paja de trigo no se afectó significativamente por la adición de 
metales como Mn y Pb en concentraciones de 1 a 10 mM, pero hubo diferencias cuando se 
adicionó 10 mM de Zn y 10 mM de Cu, disminuyendo la velocidad de crecimiento en 25% 
y 19%, respectivamente. 
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En el capítulo 5 se presenta la evaluación del efecto del Zn en la actividad de la lacasa, 
para dar una mejor explicación a los resultados encontrados en el crecimiento de P. 
ostreatus con adición de este metal. 
 
Aunque el porcentaje de hidrólisis fue mayor para crisantemo, en esta etapa de la 
investigación, podría decirse que es posible degradar parcialmente cualquiera de los dos 
residuos con P. ostreatus. La concentración de azúcares fue mayor en el proceso de 
degración rosa, debido a que la cantidad de residuo utilizado fue mayor que en el de 
degradación de crisantemo. 
 Capítulo 5. Evaluación del efecto de la aireación y 
el cambio a reactor en el proceso de degradación 
de residuos de rosa y crisantemo con P. ostreatus 
5.1 Introducción 
Las condiciones que maximizan la concentración de azúcares reductores para el proceso de 
degradación de los residuos fueron determinadas en la etapa anterior a nivel de matraz. En 
este capítulo se presentan la metodología y los resultados del proceso a estas condiciones 
en un reactor de 1.5 L y así verificar los cambios que podrían estar implicados al cambiar 
la geometría del reactor, el tipo de agitación y la aireación, lo cual puede brindar 
información valiosa en un  futuro escalado del proceso.  
  
En la degradación de la lignocelulosa se han estudiados diferentes sustratos, condiciones, 
microorganismos y pre-tratamientos, pero poco se conoce con respecto al efecto de la 
aireación en el proceso de degradación.  
 
Así mismo, se evaluaron las actividades de las enzimas celulasas y ligninasas para 
correlacionarlas con el proceso de degradación y además porque estas tienen gran 
importancia a nivel biotecnológico. El conocimiento del extracto con un complejo 
enzimático lignocelulolítico podría ser una alternativa para posteriores investigaciones 
enfocadas en la purificación de enzimas o en la aplicación directa del extracto en otros 
residuos. 
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5.2. Materiales y métodos 
5.2.1 Proceso de degradación en el reactor de 1.5 L 
Después de seleccionar las condiciones que maximizan la concentración de azúcares, el 
proceso de degradación de los residuos se llevó a cabo en un reactor de 1.5 L (TECFERM-
2L, Procesos Biotecnológicos y Medioambientales, Bogotá, Colombia), equipado con una 
turbina Rushton de seis álabes a 90o, controlador Watlow (St. Louis, MO, USA) capaz de 
mantener la tempertaura en ±1oC. En el reactor se midieron 400 mL de solución tampón 
citrato de sodio 0.1 M con 7.5 mM de sulfato de cobre y 7.5 mM de sulfato de manganeso, 
pH 5.6, y se mezcló el residuo de crisantemo, 6.3 %(p/v), o de rosa, 10 %(p/v), y se 
esterilizó a 121oC durante 15 minutos. Cuando la temperatura descendió a 30±2oC, se 
adicionó el inóculo de P. ostreatus de la misma forma en que se describió en el capítulo 3, 
se agitó a 240±5 rpm durante 24 horas y se mantuvo el flujo de aire correspondiente. Se 
evaluaron los procesos con 0, 1 y 2 vvm. cada ensayo se realizó por triplicado para cada 
residuo. Se realizaron ensayos con los residuos disueltos en agua sin inductores a 0 y 2 
vvm, con el fin de analizar mejor el efecto de los inductores y de la aireación.  
 
El cultivo se separó por centrifugación en una centrífuga Sorvall RC-6 plus Sorvall RC 6 
Plus Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA), a 10800 g, 15 minutos a 4oC. El 
hidrolizado, fracción líquida, se filtró a través de membrana Millipore 0.45 µm para luego 
medir los azúcares reductores por DNS, las proteínas por la técnica de Bradford (Bradford, 
1976) y las actividades enzimáticas.  La biomasa con el residuo degradado, fracción sólida, 
se descartó o se utilizó según el caso para evaluar las enzimas en esta fracción, teniendo en 
cuenta que se puede presentar la adsorción de las enzimas.  
 
La fracción sólida solo se analizó para el proceso con el flujo de aireación que generó la 
mayor concentración de azúcares reductores. Esta fracción se lavó 5 veces con agua 
destilada y se separó por centrifugación a 1500 g, por 10 min a 4oC. El sólido remanente 
fue re-suspendido con solución tampón citrato de sodio 50 mM pH 5.0 y se agitó a 150 
rpm durante dos horas a 4oC. El sobrenadante se separó por centrifugación a 10800 g, por 
10 min a 4oC, luego se filtró a través de membrana Millipore 0.45 µm y se usó para medir 
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actividades enzimáticas. El número de lavados y la velocidad de centrifugación son 
parámetros que se deben tener en cuenta para evitar perder las enzimas que hayan podido 
quedar adheridas al residuo. Por medio de un conjunto de ensayos no descritos se 
determinaron los valores adecuados para evitar este inconveniente.   
5.2.2. Determinación de actividades enzimáticas 
Todas las actividades enzimáticas fueron determinadas espectrofotométricamente usando 
un equipo Evolution 60 UV-VIS Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA). Todos los 
sustratos provinieron de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). 
 
• Actividad lacasa  
La actividad de la lacasa (EC 1.10.3.2) se midió monitoreando el cambio en la absorbancia 
a 436 nm ( 436=29300 M-1cm-1) debido a la oxidación de ABTS [ácido 2,2’ azino-bis-(3 
etil benzatiazoline sulfato)] en solución tampón de acetato de sodio 60 mM (pH 4.5). El 
ensayo se realizó mezclando 100 µL de tampón, 100 µL de ABTS 0.5 mM y 800 µL de 
muestra a temperatura ambiente. La formación de un radical verde se siguió 
espectrofotométricamente durante 3 minutos. Una unidad de actividad se define como la 
cantidad de enzima que permite la oxidación de 1 µmol de ABTS por minuto (Tinoco y 
col., 2001). El blanco estaba compuesto de 900 µL de tampón y 100 µL de ABTS 0.5 mM.  
 
La actividad lacasa también se determinó en un sustrato fenólico con el siguiente 
procedimiento: la mezcla de reacción consistió de 100 µL de 2,6 dimetoxifenol (DMP) 20 
mM en solución tampón de acetato de sodio 60 mM pH 4.5, 100 µL de solución tampón y 
800 µl de muestra a temperatura ambiente. La reacción se realizó por 3 minutos y la 
oxidación del DMP fue monitoreada por el incremento de la absorbancia a 468 nm ( 468= 
49600 M−1cm−1). Una unidad de lacasa se define como la cantidad de enzima que permite 
la oxidación de 1 µmol de DMP por minuto. El blanco estaba compuesto de 900 µL de 
tampón y 100 µL de DMP.  
 
 
ξ
ξ
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• Actividad manganeso peroxidasa (MnP) 
La actividad manganeso peroxidasa (E.C. 1.11.1.13, MnP), fue monitoreada por la 
oxidación de 2,6 dimetoxifenol a 468 nm ( 468=49600 M−1cm−1). La mezcla contenía 450 
µL de extracto enzimático, 500 µL de DMP 10 mM en solución tampón de acetato de 
sodio 100 mM, pH 5, 50 µL de sulfato de manganeso 0.4 mM y 30 µL de peróxido de 
hidrógeno 22 mM. La oxidación se siguió espectrofotométricamente durante 3 minutos.  
Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que permite la oxidación de 
1 µmol de 2,6 dimetoxifenol por minuto (Santoyo y col., 2008). Debido a que la lacasa y la 
manganeso peroxidasa pueden oxidar el DMP, la actividad lacasa fue sustraída de este 
experimento, realizando la misma mezcla pero en ausencia de peróxido de hidrógeno y de 
manganeso. El blanco estaba compuesto de 450 µL de tampón, 50 µL de sulfato de 
manganeso, 30 µL de peróxido de hidrógeno y 500 µL de DMP.  
 
• Actividad carboximetilasa (celulasa o 1,4-β-D-endoglucanasa) 
(CMCasa) 
Debido a que el hidrolizado tiene azúcares reductores en alta concentración y la unidad 
enzimática de CMSasa se define teniendo en cuenta la cantidad de azúcares reductores 
liberados, las muestras para estos ensayos se sometieron a diálisis para retirar los azúcares. 
Se utilizó una membrana de celulosa 12400 MW, que retiene proteínas de pesos 
moleculares mayores o iguales a 12000 Da. La muestra se dializó contra solución tampón 
citrato de sodio 50 mM, pH 5.0, a 4°C durante tres días en agitación constante, haciendo 
tres cambios diarios de solución tampón.  
 
La actividad CMCasa (3.2.1.4) se midió usando como sustrato carboximetilcelulosa 
(CMC) de baja viscosidad.  La mezcla estaba compuesta de 1 mL de sustrato 2 %(p/v) en 
solución tampón citrato de sodio 50 mM, pH 5.0 y 1 mL de muestra dializada. La reacción 
fue incubada a 40oC durante 60 minutos y luego se llevó a ebullición por 5 minutos y se 
puso otros 5 minutos en hielo para detener la reacción. Se centrifugó a 2500 g por 15 
minutos.  El sobrenadante fue analizado por el método de Somogy-Nelson (Somogy, 1952) 
para determinar la concentración de azúcares reductores liberados luego de la reacción. 
Una unidad de CMCasa se define como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 µmol de 
ξ
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azúcares reductores equivalentes a glucosa por minuto. El blanco estaba compuesto de 1 
mL de tampón y 1 mL de sustrato. La reacción también se realizó con 1 mL de tampón y 1 
mL de muestra para restar los azúcares presentes que no son resultado de la reacción 
enzimática. 
 
• Actividad celobiohidrolasa (exo-1,4-β-celobiohidrolasa) (CBH) 
La actividad CBH (E.C. 3.2.1.91) se midió usando como sutrato p-nitrofenil-β-D-
celobiosido (PNPC) y avicel (celulosa microcristalina).  
Sustrato PNPC: La reacción contenía la mezcla de 160 µL de sustrato PNPC 5 mM en 
solución tampón acetato de sodio 50 mM pH 5.0 y 40 µL de muestra. La reacción se 
incubó durante 60 minutos a 40oC. La reacción se detuvo con la adición de 100 µl de 
carbonato de sodio 0.5 M y la absorbancia se midió a 400 nm. La actividad enzimática fue 
calculada usando una curva de calibración de p-nitrofenol, que se muestra en el Anexo B. 
Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad de enzima capaz de liberar 
1 µmol de p-nitrofenol por minuto (Valášková & Baldrian, 2006). El blanco estaba 
compuesto de 160 µL de sustrato PNPC y 40 µL de tampón. La reacción también se 
realizó con 160 µL de tampón y 40 µL de muestra para verificar interferentes de la 
muestra. 
 
Sustrato Avicel : La mezcla estaba compuesta de 1 mL de avicel 2 %(p/v) en solución 
tampón citrato de sodio 50 mM, pH 5.0 y 1 mL de muestra dializada siguiendo el mismo 
procedimiento descrito para la CMCasa. La reacción fue incubada a 40oC durante 60 
minutos, luego se llevó a ebullición por 5 minutos y se puso 5 minutos en hielo para 
detener la reacción.  Se centrifugó a 2500 g por 15 minutos. El sobrenadante fue analizado 
por el método de Somogy-Nelson para determinar la concentración de azúcares reductores 
liberados luego de la reacción. Una unidad de actividad enzimática se define como la 
cantidad de enzima capaz de liberar 1 µmol de azúcares reductores equivalentes a glucosa 
por minuto. 
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• Actividad 1-4-β-glucosidasa 
La actividad 1-4-β-glucosidasa (EC 3.2.1.21) se determinó usando como sustrato p-
nitrofenil-β-D-glucosido (PNPG) marca Sigma. El procedimiento fue el mismo que para la 
CBH con sustrato PNPC ( Morais y col. 2002b; Valášková & Baldrian, 2006).  
5.2.3. Métodos analíticos 
• Determinación de azúcares reductores 
Para la cuantificación de azúcares reductores se usaron dos técnicas: DNS para el 
seguimiento en el reactor y Somogyi-Nelson para la determinación de las actividades 
CBH-avicel y CMCasa, teniendo en cuenta que esta última tiene la sensibilidad necesaria 
para el análisis. Para DNS se utilizó la curva de calibración mencionada en el numeral 
3.2.5. Para Somogyi-Nelson se realizó una curva de calibración usando como patrón 
glucosa con concentraciones desde 0.02 a 0.06 g/L. Esta curva se presenta en el Anexo B. 
 
• Determinación de proteínas 
Se utilizó el método de Bradford, empleando albúmina de suero bovino como estándar, en 
concentraciones de 100 – 1000 mg/L. Las absorbancias se leyeron a 595 nm (Bradford, 
1976). La curva de calibración se presenta en el Anexo B.  
5.2.4. Determinación de algunos compuestos producidos en el proceso de 
degradación. 
Para tener un mayor conocimiento del hidrolizado obtenido luego del proceso de 
degradación de los residuos, se analizaron compuestos como el ácido acético, el 5-
hidroximetilfurfural (HMF), furfural, ácido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, 
ácido vainillínico, ácido siríngico, vainillina, siringaldehído, ácido p-cumárico y ácido 
ferúlico. 
 
El ácido acético fue cuantificado por HPLC en un cromatógrafo Shimadzu Prominence 
LC-20AT (Tokyo, Japón), usando una columna Biorad Aminex HPX-87H de 300 mm × 
7.8 mm (Filadelfia, PA, USA).  La fase móvil fue ácido sulfúrico 0.005 N a un flujo de 0.6 
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mL/min. La temperatura de la columna se fijó en 60°C. La elución se midió en un detector 
de arreglo de diodos Shimadzu CBM-20A (Tokyo, Japón) a 210 nm. 
 
Los demás compuestos fueron determinados por HPLC usando una columna Chromolith 
C18 (Merck, Darmstadt, Alemania). La composición en porcentaje en volumen de la fase 
móvil fue metanol (4%), ácido acético (7%) y agua (89%) a un flujo de 2 mL/min. La 
temperatura de la columna se fijó en 30° C. El gradiente de la fase móvil fue de t=0 min 
100% fase móvil, t=20 min metanol 16% en volumen - fase móvil 84% en volumen, t=25 
min 100% fase móvil, para un total de 30 min, utilizando un detector de UV a una longitud 
de onda de 270 nm. 
5.2.5. Análisis estadístico 
Los datos de analizaron con el software SPSS versión 18. La prueba de normalidad se 
realizó por Kolmogorov–Smirnov y la homogeneidad de grupos de varianza por el test de 
Leven. Las diferencias entre grupos fueron evaluadas por análisis de varianza de una vía 
(ANOVA), seguida de una prueba post-hoc de Tukey (α=0.05). 
5.3 Resultados y Discusión 
5.3.1. Efecto de la aireación y actividades enzimáticas en el proceso 
de degradación del residuo de crisantemo con P. ostreatus en 
reactor 
En la Tabla 5.1 se muestran los resultados en el reactor comparados con los obtenidos en 
el matraz bajo las condiciones del ensayo. Como puede observarse la mayor concentración 
de azúcares reductores se obtuvo en el reactor a 2 vvm y fue 21.2 g/L. Esto significa un 
aumento del 22% con respecto al proceso a nivel de matraz. Esta muestra fue analizada por 
HPLC. Los azúcares obtenidos fueron: 2.8% celobiosa, 80.3% glucosa, 0.2% xilosa y 
16.5% manosa. El cromatograma se presenta en la Figura 5.1. El mayor porcentaje de 
azúcares corresponde a la glucosa, lo cual es favorable teniendo en cuenta que este azúcar 
tiene una amplia variedad de aplicaciones.  
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Compuesto Tiempo de retención  
(min) 
Concentración  
(g/L) 
Celobiosa 15.151 0.533 
Glucosa 18.477 15.180 
Galactosa 21.132 0.038 
Manosa 24.503 3.118 
Figura 5.1 Cromatograma del extracto obtenido luego de la degradación de los residuos de 
crisantemo con P. ostreatus en condiciones óptimas a nivel de reactor a 2 vvm. Columna 
Biorad Aminex HPX-87P 
 
Son pocos los trabajos que usan tratamiento biológico de residuos vegetales para producir 
azúcares, debido a que estos son fuente de carbono para el crecimiento de los 
microorganismos y se consumen rápidamente. El-Gammal y col. (1998), degradaron el 
bagazo de caña con P. chrysosporium y Coriolus versicolor en fermentación sólida 
durante 8 semanas para obtener una concentración máxima de azúcares reductores de 15.6 
y 6.8 g/L respectivamente. En general la producción de azúcares a partir de residuos se ha 
llevado a cabo con pre-tratamientos e hidrólisis con enzimas comerciales. 
 
La mayoría de las investigaciones de degradación de residuos agro-industriales con HPB 
están enfocadas en la obtención de enzimas (Schlosser y col., 1997; Verma & Madamwar, 
2002; Lechner & Papinutti, 2006; Elisashvili y col., 2006; Levin y col., 2008; Liew y col., 
2010), en la de-lignificación para obtención de residuos aptos para alimento de ganado 
(Adamovic y col., 1998; Shrivastava y col., 2011), en producción de biomasa (Yildiz y 
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col., 2002; Nyochembeng y col., 2008; Kurt & Buyukalaca, 2010; Papaspyridi y col., 
2010) y en  la degradación de lignocelulosa (Kerem y col., 1992; Yu y col., 2008; Gupta y 
col., 2011). 
 
El porcentaje de hidrólisis obtenido con los residuos de crisantemo, en el reactor y con 2 
vvm fue del 58%. Comparando con otros materiales lignocelulósicos, es un porcentaje 
aceptable, con la ventaja que no se usaron enzimas comerciales, lo que implica una 
alternativa de bajo costo. Wen y col. (2004) desarrollaron el proceso de hidrólisis de 
estiércol de animal para producir azúcares fermentables. Para esto trataron la materia 
prima con ácido sulfúrico y posteriormente realizaron la hidrólisis con las enzimas 
Celuclast-1.5 L y Novozyme-188. Obtuvieron aproximadamente un 40% de conversión de 
la celulosa presente en el material lignocelulósico y la concentración de glucosa fue  
aproximadamente 8 g/L luego de 96 horas de tratamiento. Vlasenko y col. (1997) 
sometieron paja de arroz a tres pre-tratamientos: explosión con vapor catalizada con ácido, 
hidrólisis con ácido sulfúrico diluido y explosión de fibras con amonio, y después de cada 
uno realizaron la hidrólisis enzimática con enzimas Cellulase 100 L y Novozyme-188. Los 
resultados fueron 31, 43 y 36 g/L de azúcares reductores, respectivamente, con una 
conversión de carbohidratos entre 38 y 54%. En los ensayos la concentración de sustrato 
fue 150 g/L y el tiempo de hidrólisis enzimática 72 horas. Se han logrado concentraciones 
más altas de azúcares con tusa de maíz pre-tratada con molienda y ácido sulfúrico, la 
hidrólisis se llevó a cabo con enzimas celulasa  de T. reesei y celobiasa de Aspergillus 
niger durante 60 horas, alcanzando 84.9% de conversión para obtener una concentración 
de azúcares de 62.2 g/L con 100 g/L de sustrato (Chen y col., 2007). 
 
La concentración de azúcares y el porcentaje de hidrólisis de este trabajo no es tan alto 
como en otras investigaciones, porque una de las limitaciones de la degradación de los 
residuos de flores con tratamiento biológico es la concentración de sustrato. El valor que 
maximiza la concentración de azúcares determinado en el proceso a nivel de matraz para el 
crisantemo fue 63 g/L, y a partir de este valor los problemas asociados con la transferencia 
de masa tienen un efecto negativo. A la máxima concentración de sustrato la máxima 
concentración de azúcares que se podría obtener es de 36.6 g/L. Una posible solución sería 
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trabajar con un sistema alimentado como lo sugiere Chen y col., (2007), quienes luego de 
usar este sistema duplicaron la concentración de sustrato y así mismo la concentración de 
azúcares, aunque la hidrólisis se realizó con enzimas, esta podría ser una opción para la 
degradación de los residuos con P. ostreatus para próximos trabajos. 
 
Al comparar los procesos sin inyección de aire a nivel de matraz y reactor, no hubo 
diferencia significativa en la concentración de azúcares reductores, lo que indica que el 
tipo de agitación y el cambio de recipiente no afectó el proceso de degradación. Esto es 
muy importante si se tiene en cuenta que en el reactor, la agitación se llevó a cabo con una 
turbina Rushton, que en algunos casos no se usa por temor a afectar el micelio de los 
hongos. Lo anterior también es positivo para el escalamiento del proceso. 
 
En el reactor, el efecto de la aireación fue significativo al aumentar de 0 a 2 vvm, 
permitiendo obtener la concentración más alta de azúcares a 2 vvm con y sin inductores. 
Con base en este comportamiento puede afirmarse que la aireación favorece la 
degradación de los residuos de crisantemo. Ahora bien, si se compara el efecto de los 
inductores a aireación constante, la concentración de azúcares reductores es mayor en 
presencia de estos. Teniendo en cuenta que el cobre no tiene efecto significativo sobre 
sobre esta variable, se concluye que la adición de Mn+2 influyó positivamente en el 
proceso de degradación. Esto puede deberse a la degradación de la lignina por medio de la 
oxidación no enzimática del Mn+2 y a que, además, este metal es un inductor para la 
enzima MnP, cuya actividad se incrementó con la adición del manganeso como se observa 
en la Tabla 5.1. Así, la degradación de la lignina permitió un mejor acceso a la celulosa y 
por tanto la obtención de una mayor concentración de azúcares reductores. 
 
Ligninasas 
Las lacasas ofrecen muchas ventajas e interesantes aplicaciones biotecnológicas. Tienen 
una amplia especificidad de sustratos y son capaces de oxidar una gran cantidad de 
compuestos xenobióticos incluyendo fenólicos clorinados, tintes sintéticos, pesticidas e 
hidrocarburos aromáticos policiclícos. Otra posibilidad de oxidar compuestos es el uso de 
mediadores. El primer mediador descrito por Bourbonnais & Paice (1990), fue ABTS y 
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desde entonces se han estudiado los mecanismos de oxidación de los sustratos no fenólicos 
en busca de nuevos mediadores y su aplicación en la degradación de xenobióticos 
aromáticos. Sin embargo, el sistema mediador-lacasa aún no ha sido aplicado en procesos 
a escala debido al alto costo de los mediadores y a la falta de estudios que garanticen la 
ausencia de efectos tóxicos de estos compuestos y sus derivados. Los HPB secretan estos 
componentes extracelularmente y son liberados en grandes cantidades durante la 
degradación microbial de la lignocelulosa. La presencia de mediadores naturales podrían 
explicar la habilidad de la lacasa producida por los HPB para metabolizar 
extracelularmente los hidrocarburos aromáticos policíclicos y la falta de correlación 
directa entre la actividad enzimática y la degradación (Johannes & Majcherczyk, 2000). El 
uso de mediadores naturales de la lacasa podría presentar ventajas ambientales y 
económicas.  
 
Como se muestra en la Tabla 5.1 la actividad lacasa sobre ABTS y DMP no fue 
significativamente diferente tanto a nivel de matraz como en reactor a 0 y 1 vvm. El 
cambio se presentó a 2 vvm, con un aumento con respecto al proceso a 0 vvm de 
aproximadamente 3.1 y 2.4 veces sobre ABTS y DMP, respectivamente. En el proceso sin 
inductores, las actividades más altas fueron a 2 vvm, con una reducción de 5 y 3 veces  en 
ABTS y DMP con respecto al proceso con inductores. Por lo anterior, se puede decir que 
los dos parámetros estudiados contribuyeron en la obtención de alta actividad de la lacasa 
y que las condiciones de aireación influenciaron positivamente en ella.  
 
La adición de cobre y manganeso para mejorar la actividad lacasa ha sido reportada por 
otros autores (Giardina y col., 1999; Baldrian y col., 2005; Stajić y col., 2006; Lu & Ding, 
2010). Sin embargo, dependiendo del sustrato, del microorganismo y del tipo de cultivo, 
las concentraciones de estos metales pueden ser muy diferentes, y por tal razón debe 
evaluarse en cada proceso. La presencia de lignina y cobre en el medio es otro factor que 
pudo inducir la actividad de esta enzima, debido a un efecto sinérgico entre estos dos 
componentes, como lo reportó Tinoco y col. (2010).  
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La actividad lacasa en el sustrato ABTS fue dos veces mayor que en el sustrato DMP, lo 
cual es consistente con los resultados obtenidos usando lacasa a partir de Ceriporiopsis 
subvermispora, L. edodes, P. eryngii y C. rigida  (Fukushima & Kirk, 1995; Muñoz y col., 
1997). Sin embargo, este resultado es opuesto a los resultados obtenidos por Jaouani y col. 
(2005),  quienes encontraron una actividad ligeramente mayor con DMP que con ABTS 
para la lacasa de Pycnoporus coccineus. La especificidad del sustrato para esta enzima se 
ha evaluado en diferentes compuestos tanto fenólicos como no fenólicos, pero los más 
comunes son ABTS y DMP. Baldrian (2006) reportó que la lacasa combina una alta 
afinidad por ABTS y siringaldazina con una alta constante catalítica, mientras que la 
oxidación del guaiacol y DMP es considerablemente más baja. Esto está de acuerdo con lo 
encontrado en este trabajo, ya que la enzima presentó mayor actividad en el sustrato ABTS 
que en DMP. 
 
La producción máxima de lacasa con basidiomicetos usualmente requiere tiempos de 
cultivo prolongados (Tlecuitl-Beristain, 2008; Téllez-Téllez y col., 2008), de forma tal que 
los procesos tienen bajas productividades. Valášková & Baldrian (2006), produjeron lacasa 
en cultivo sólido y líquido en un medio sintético con P. ostreatus. La actividad lacasa-
ABTS en cultivo líquido fue 17.3 U/L en 30 días, con una productividad volumétrica de la 
enzima de 0.024 U/L/h. Otro grupo de investigadores usaron el mismo medio  para cultivar 
en líquido P. ostreatus para producir enzimas lignocelulíticas. La actividad lacasa-ABTS 
fue 68 U/L en 24 días, mayor a la anterior porque adicionaron dimetil sulfóxido, el cual 
tuvo una influencia positiva en la actividad de esta enzima. Sin embargo, la productividad 
sigue siendo baja: 0.12 U/L/h (Shah y col., 2006). Recientemente, Tinoco y col. (2010) 
optimizaron un medio sintético evaluando diferentes fuentes de carbono (glucosa, glicerol 
y xilosa) y nitrógeno (peptona, extracto de levadura y triptona), con el propósito de obtener 
altas actividades de lacasa en cultivo sumergido de P. ostreatus. El medio que 
seleccionaron estaba compuesto por las tres fuentes de nitrógeno mencionadas, glucosa 
como fuente de carbono y lignina y cobre como inductores. Los resultados arrojaron alta 
actividad y productividad de lacasa-ABTS: 12000 U/L en 108 h y 111.1 U/L/h 
respectivamente. En el presente trabajo la productividad de la enzima lacasa producida a 
partir de residuos de crisantemo fue 195.6 U/L/h), valor que lleva a afirmar que estos 
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residuos pueden competir con medios sintéticos para la producción de lacasa, ya que 
aportan los nutrientes para el crecimiento de P. ostreatus, la lignina y el cobre. 
 
La productividad enzimática más alta de lacasa-DMP se obtuvo en el proceso con 
inductores a 2 vvm y fue 102.1 U/L/h. Téllez-Téllez y col. (2008), quienes realizaron la 
producción de lacasa a partir de P. ostreatus en fermentación líquida y sólida en un medio 
sintético, reportaron productividades lacasa-DMP de 28.5 U/L/h y 7.8 U/L/h 
respectivamente. Informaron que este es un comportamiento atípico en la producción 
extracelular de lacasas por hongos y es el primer reporte, ya que anteriormente se había 
determinado que era mejor la fermentación sólida. Tlecuitl-Beristain y col. (2008), quienes 
evaluaron la producción de lacasa en fermentación sumergida en medio sintético con P. 
ostreatus obtuvieron 28.2 U/L/h de lacasa-DMP, confirmando los estudios de Téllez-
Téllez y col. (2008). 
 
La obtención de lacasa ha sido investigada por fermentación sólida sobre residuos agro-
industriales de paja de trigo, semillas de uva, residuos de banano, bagazo de caña, hojas de 
árboles como maple, cáscaras de mandarina, pulpa de manzana y de durazno, pulpa de 
café (Verma & Madamvar, 2002; Velázquez-Cedeño y col., 2002; Reddy y col., 2003; 
Elisashvili y col., 2009), y con medios sintéticos en cultivo sumergido con P. ostreatus 
(Hou y col., 2004; Prasad y col., 2005; Tlecuitl-Beristain y col., 2008). Este es el primer 
trabajo con residuos de floricultura para la producción de lacasa en cultivo sumergido con 
P.ostreatus. 
 
Los residuos de crisantemo están disponibles para la producción de la lacasa y se 
obtuvieron valores más altos que con otros sustratos como tintes, aguas residuales, medios 
sintéticos, entre otros (Chi y col., 2007; Flores y col., 2010; Karas y col., 2011).  
 
La MnP fue influenciada positivamente por la aireación y por la adición de manganeso. No 
hubo diferencia significativa entre los procesos a 1 y 2 vvm, pero el aumento con respecto 
al proceso a 0 vvm fue del 75%, y al comparar los procesos a 2 vvm con y sin inductores, 
la actividad MnP aumentó 62% con la adición de Mn+2. 
106 Degradación de residuos de floricultura para la obtención de azúcares con hongos lignocelulolíticos 
 
De acuerdo con los resultados de otras investigaciones la adición de Mn+2 para incrementar 
la actividad de MnP es controversial. Giardina y col. (2000) realizaron la producción de 
MnP por P. ostreatus en cultivo sólido con aserrín de álamo y reportaron un incremento en 
la actividad MnP con la adición de Mn+2. Por otra parte, Baldrian y col. (2005) reportaron 
que la actividad MnP fue afectada negativamente con la adición de Mn, Cu y Pb, y que, en 
el cultivo de P. ostreatus sobre lignocelulosa, la actividad MnP fue más baja en presencia 
de Mn que en su ausencia. En el estudio de Martínez y col. (1996) el crecimiento de P. 
eryngii en medio con glucosa/peptona/extracto de levadura por fermentación sumergida, 
produjo los niveles más altos de MnP cuando no se adicionó Mn+2, mientras que cuando se 
adicionó Mn 5µM la actividad disminuyó en aproximadamente un 90%.  
 
De acuerdo con Wariishi y col. (1988), la MnP requiere la presencia de Mn+2 para 
completar su ciclo catalítico eficientemente. Sin embargo, de acuerdo con los diferentes 
reportes y con lo encontrado en el presente trabajo, se podría afirmar que la adición del 
Mn+2 no puede considerarse como el único parámetro que afecta los niveles de la MnP. 
Otros factores como la especie de Pleurotus y en general el microorganismo, el sustrato y 
el tipo de cultivo, fermentación sólida o sumergida, afectan negativa o positivamente la 
producción de la MnP. 
 
En cuanto al efecto del flujo de aire, se observó que al aumentarlo se incrementa la 
actividad MnP. Los residuos de crisantemo favorecieron la producción de esta enzima, 
dado que la presencia de sustratos lignocelulósicos son un prerrequisito, como lo reportó 
Elisashvili y col., (2006), quienes no detectaron la producción de enzima por Pleurotus 
dryinus cuando usaron un medio sintético. En otro tipo de residuos como pulpa de durazno 
o manzana en cultivos con P. ostreatus, esta enzima no fue detectada (Elisashvili y col., 
2009).  
 
Aunque incrementar la aireación generalmente ejerce una influencia moderada sobre la 
transferencia de oxígeno, es esencial evaluar los efectos de la variación de las velocidades 
de aireación sobre los microorganismos, tales como los filamentosos que pueden ser 
sensibles a las fuerza de cizalla (Reddy y col., 2002). En la presente investigación, se 
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encontró que la mayor producción de lacasa se obtuvo al aumentar la velocidad de 
aireación de 0 a 2 vvm. Por otra parte, experimentos a 3 vvm con residuos de rosa 
mostraron disminución de 30% de la actividad lacasa-ABTS, de 18% en la actividad 
lacasa-DMP y de 14% en la actividad MnP, con respecto a los ensayos a 2 vvm. Así 
mismo, la actividad de la β-glucosidasa  disminuyó en 28% y de la CBH-PNPC en 7%.  
 
Koroleva y col., (2002) estudiaron el efecto de la aireación en la producción de lacasa con 
Coriolus hirsutus a diferentes velocidades: 0.5, 0.88, 1 y 1.5 vvm.  La actividad lacasa fue 
mayor a 0.88 vvm cuando la velocidad de agitación fue 160 rpm. El efecto de la aireación 
puede variar de un microorganismo a otro, y es así que con Coriolus versicolor, la máxima 
actividad de lacasa se encontró a 0.5 vvm, cuando fue evaluada a 0.5, 1 y 1.5 vvm 
(Yoshiyama & Itoh, 1994).  
 
En el caso de otras enzimas y con otros microrganismos también se ha estudiado el efecto 
de la aireación. Como ejemplo Reddy y col. (2002), evaluaron la producción de 
hemicelulasas a partir de Thermomyces lanuginosus a diferentes velocidades de aireación: 
0.25, 0.50, 0.75, 1 y 1.25 vvm a 500 rpm. Obtuvieron la máxima actividad enzimática a 1 
vvm, y ésta disminuyó notablemente a 1.25 vvm. Gottschalk y col., (2003), evaluaron la 
producción de lignina peroxidasa a partir de Streptomyces viridosporus a 0.3, 1 y 1.5 vvm 
a 200 rpm. La máxima actividad de la enzima se encontró a 1.5 vvm. Posteriormente 
variaron las velocidades de agitación a 300, 400 y 500 rpm y la máxima actividad fue a 1 
vvm y 400 rpm. Sin embargo, comparada con los ensayos a 1.5 vvm y 200 rpm la 
diferencia fue tan solo del 6%. 
 
Pleurotus spp. se conoce por la producción de lacasa y MnP al degradar sustratos 
lignocelulósicos. La presencia de MnP en P. ostreatus está relacionada con la degradación 
de la lignina. A partir de los resultados obtenidos en esta investigación se puede concluir 
que la MnP y la lacasa actuaron juntas para degradar compuestos fenólicos y no fenólicos 
en los residuos de crisantemo. En este caso no se usaron mediadores artificiales y, por lo 
tanto, los metabolitos de P. ostreatus pudieron contribuir en la degradación de los 
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compuestos no fenólicos. Esto también se comprobó cuando se evaluó el extracto 
enzimático con ABTS (mediador artificial), obteniéndose altas actividades de lacasa.   
 
En cuanto a la evaluación de las enzimas encargadas de la degradación de la celulosa, los 
resultados muestran que el complejo enzimático necesario para hidrolizar la celulosa 
estuvo presente en el extracto obtenido. 
 
Celulasas 
La endoglucanasa presentó la mayor actividad en el proceso a 1 vvm y fue 
significativamente diferente de los demás procesos. En presencia de inductores, 
incrementar el flujo de aire de 0 a 1 vvm produjo un aumento de 74% en la actividad. Sin 
embargo, esto no se observó en los procesos sin inductores.  
 
Las celobiohidrolasas se evaluaron en dos sustratos. Los resultados llevan a la conclusión 
que el mejor proceso para la producción de esta enzima es a 1 vvm, aunque en PNPC no 
hay diferencia entre 1 y 2 vvm. La actividad de CBH en avicel disminuyó en el proceso a 2 
vvm en más del 50%. En cuanto al efecto de los inductores no hubo diferencia 
significativa en los dos sustratos a 0 y 2 vvm. 
 
Las actividades más altas de endoglucanasa, CBH-avicel y CBH-PNPC se obtuvieron en el 
proceso a 1 vvm, con un aumento con respecto al proceso sin inyección de aire del 74%, 
69% y 80% respectivamente. Según los resultados mostrados en la Tabla 5.1 no sería 
necesario aumentar la aireación a 2 vvm.  
 
En los procesos a 0 vvm y 2 vvm con y sin inductores, en general, no se encuentran 
diferencias entre las actividades de endo y exo celulasas, por lo que se puede afirmar que 
los inductores cobre y manganeso no tuvieron un papel importante en la expresión de estas 
enzimas. Geiger y col (1998) encontraron que las celulasas y la β-glucosidasa fueron 
inhibidas por la presencia de cobre en concentraciones de 0.2 a 1 mM. A diferencia de este 
trabajo, se encontró que a la concentración de cobre presente en el residuo (0.024 mM) y 
con la adición de cobre de 3 mM (7.5 mM de sulfato de cobre) posiblemente no hubo 
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inhibición para las endo y exocelulasas. Sin embargo, para la β-glucosidasa la actividad 
disminuyó al aumentar el cobre presente en el residuo, como puede observarse al comparar 
los procesos con y sin inductores. 
 
Las celulasas se han producido con P. ostreatus sobre medios sintéticos con celulosa 
cristalina en cultivo sólido, en 21 días, y sumergido, en 30 días, Las actividades reportadas 
en cultivo sumergido fueron 1.75 U/L para CMCasa, 0.24 U/L para CBH-PNPC y 3.29 
U/L para β-glucosidasa, con productividades muy bajas (Valášková & Baldrian, 2006). 
Otro grupo de investigadores usaron el mismo medio para cultivar en líquido P. ostreatus 
para la producción de enzimas lignocelulíticas. La actividad CMCasa fue 6400 U/L en 10 
días, expresado en productividad volumétrica de la enzima 26.7 U/L/h. Para la β-
glucosidasa fueron 3750 U/L en 28 días y 5.6 U/L/h, respectivamente (Shah y col., 2006). 
Como se puede observar  la diferencia entre los dos estudios fue el tiempo, menor en este 
último reporte.  
 
La paja de trigo ha sido uno de los sustratos más estudiados para la producción de enzimas 
lignocelulolíticas. Así, por ejemplo, Isikhuemhen y Mikiashvilli (2009) reportaron 
actividad CMCasa, 1.08 U/mL, CBH-PNPC, 1.9 U/mL, antes del período de fructificación 
de P. ostreatus (28-33 días) y 3.2 U/mL de β-glucosidasa después de la fructificación (58 
días). Esto implica productividades volumétricas de las enzimas de 1.6 U/L/h, 2.8 U/L/h y 
2.3 U/L/h, respectivamente. El residuo de crisantemo también es un sustrato apto para la 
producción de estas enzimas por parte de P. ostreatus, ya que sus productividades son 
competitivas con la paja de trigo: 1 U/L/h para CMCasa, 47.5 U/L/h para CBH-PNPC y 
340.4 U/L/h para β-glucosidasa en el proceso a 1 vvm. Este sustrato es mucho mejor ya 
que las productividades de la CBH y la β-glucosidasa son 17 y 150 veces mayores que las 
reportadas en el estudio antes mencionado. En cuanto a la CMCasa hay baja actividad y 
debe continuarse la investigación en el tema.  Con otros residuos lignocelulósicos, como el 
estiércol de animal, se produjo CMCasa con el hongo celulolítico T. reesei, obteniéndose 
una alta productividad de 85 U/L/h. Sin embargo, para la β-glucosidasa no encontraron 
buenos resultados (Wen y col., 2005).  
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Otro de los factores muy discutidos es el efecto inhibitorio de la glucosa y la celobiosa 
sobre las celulasas. Muchos métodos se han desarrollado para reducir esta inhibición, 
incluyendo el uso de altas concentraciones de enzima, el suplemento de la β-glucosidasa 
en los procesos de hidrólisis y la remoción de los azúcares durante la hidrólisis por 
ultrafiltración o la sacarificación y fermentación simultánea (Sun & Cheng, 2002). 
Stutzenberger y Lintz (1986), encontraron que glucosa 175 mM inhibió las endoglucanasas 
y exoglucanasas en 27% y 46%, respectivamente. Recientemente Milagres y col. (2011) 
afirmaron que bajas concentraciones de glucosa (1-14 mM) inhiben las β-glucosidasas, 
causando la acumulación de celobiosa en el medio. La celobiosa, a su vez, es un inhibidor 
de las celobiohidrolasas lo cual limita la hidrólisis de la celulosa. A pesar de lo anterior, en 
el presente trabajo se obtuvo una alta actividad de β-glucosidasa, lo que ayudó a evitar la 
acumulación de la celobiosa, que como se observó en la cromatografía de la Figura 5.1, 
tiene una concentración remanente de aproximadamente 1.5 mM. En cuanto a la glucosa, 
es posible que haya inhibido la celobiohidrolasa y la CMCasa, y esta sería una razón para 
que el porcentaje de  hidrólisis fuera del 58% y no más alto.  
 
La actividad de la β-glucosidasa fue más alta cuando el proceso se realizó sin cobre y 
manganeso, debido a que el cobre es un inhibidor, como lo reportaron Lin y col. (2010), 
quienes encontraron que Cu+2 (0.1 mM) inhibió la actividad de la β-glucosidasa y que no 
fue estimulada por la adición de Mn+2 0.1 mM. Otro factor que incrementó la actividad fue 
la inyección de aire, como se observa en el proceso con inductores, en donde hubo un 
aumento de 16% en la actividad de la β-glucosidasa al cambiar de 0 a 2 vvm. De forma 
similar en el proceso sin inductores el incremento fue del 39%, mayor que en el proceso 
con inductores debido a la presencia de cobre.  
 
La β-glucosidasa juega un papel importante en la descomposición de sustratos 
lignocelulósicos, catalizando la hidrólisis de alquil y aril- β-glucósidos, diglúcidos y 
oligosacáridos. Todos los componentes del complejo celulasas son esenciales para la 
hidrólisis de la celulosa y, en general, la β-glucosidasa está presente en pequeñas 
cantidades. Entonces, se acumula la celobiosa, la cual inhibe la actividad de las endo y exo 
glucanasas. Este problema se soluciona con adición de esta enzima o usando un reactor 
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con el cual se retire la celobiosa continuamente (Kumar y col., 2008). Por lo tanto obtener 
esta enzima con alta actividad, 9513 U/L, y productividad, 396.4 U/L/h, en el proceso a 2 
vvm sin inductores, es una contribución importante en la hidrólisis de la celulosa. Shah y 
col. (2006) reportaron valores de 3750 U/L a partir del cultivo en un medio sintético de P. 
ostreatus en 28 días y una productividad de 5.6 U/L/h. La producción de esta enzima 
también fue estudiada por Morais y col. (2002b), en diferentes medios de cultivo, con 
residuos agro-industriales de paja, pimienta y extracto de papa, reportaron 3850 U/L en 58 
días para el sustrato en mezcla paja:extracto de pimienta:extracto de papa (5:2:3 v/v/v) y 
una productividad de 2.76 U/L/h. 
5.3.2. Efecto del flujo de aireación y actividades enzimáticas en el 
proceso de degradación del residuo de rosa con P. ostreatus en 
reactor 
En la Tabla 5.2 se muestran los resultados obtenidos en el reactor y en matraz bajo las 
condiciones que maximizan la concentración de azúcares. Como puede observarse la 
mayor concentración de azúcares reductores se presentó a nivel de reactor a 2 vvm con un 
valor de 22.1 g/L. Esto significa un aumento del 24% con respecto al proceso a nivel de 
matraz. Esta muestra fue analizada por HPLC y los azúcares obtenidos fueron: celobiosa 
2.5%, glucosa 81.5% y manosa 16.3%. El cromatograma se presenta en la Figura 5.2. El 
porcentaje de hidrólisis para los residuos de rosa fue de 46%, menor que para los residuos 
de crisantemo.  
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Compuesto Tiempo de retención  
(min) 
Concentración 
(g/L) 
Celobiosa 15.396 0.355 
Glucosa 18.396 16.751 
Manosa 24.453 3.307 
Figura 5.2 Cromatografía del extracto obtenido luego de la degradación de los residuos de 
rosa con P. ostreatus en condiciones óptimas a nivel de reactor a 2 vvm. Columna Biorad 
Aminex HPX-87P 
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Como se muestra en la Tabla 5.2, las actividades más altas de la lacasa sobre ABTS y 
DMP se obtuvieron en el proceso a 2 vvm, y fueron 2.3 veces mayores que las obtenidas 
con relación a 0 vvm, para los dos sustratos. En el proceso a 2 vvm el aumento con 
respecto al proceso sin inductores fue de aproximadamente 6 veces en ABTS y 5 veces en 
DMP, reflejando así la influencia positiva de los inductores. Por lo anterior, puede decirse 
que los dos parámetros estudiados contribuyeron al incremento de la actividad de la lacasa. 
Si se compara con las actividades obtenidas en el proceso de degradación de crisantemo, 
los valores son más bajos en 44% y 20% para ABTS y DMP, respectivamente, a pesar de 
ser residuos del mismo origen. Según la caracterización de los residuos, Tabla 3.2,, el 
contenido de cobre en los residuos de rosa es 8.99 ppm y en los residuos de crisantemo es 
24.6 ppm. Lo anterior hace que los resultados de las actividades de la lacasa sean 
diferentes, debido a que el cobre es un inductor de la lacasa y un mayor contenido en los 
residuos de crisantemo genera mayores actividades de esta enzima. La inducción de las 
lacasas se ha reportado previamente en cultivos de T. versicolor (Collins y col., 1996), P. 
ostreatus (Palmieri y col., 2000), Trametes pubescens (Galhaup y Haltrich, 2001) y 
Botryosphaeria sp. (Dekker & Barbosa, 2001).   
 
Teniendo en cuenta que una de las diferencias entre los dos residuos es el contenido de Zn, 
como se analizó en el numeral 4.3.3, se plantearon ensayos para determinar actividad 
lacasa-ABTS de los extractos obtenidos en los procesos de degradación de crisantemo y 
rosa a 2 vvm. Se estudió esta enzima porque fue una de las que presentó mayores 
diferencias entre los dos residuos. En la reacción enzimática se adicionó Zn a 
concentraciones finales de 20, 40 y 80 ppm y se comparó con la reacción sin adición de 
Zn, la cual tiene el proveniente de cada residuo. Los resultados se muestran en la Tabla 
5.3, en donde puede observarse que la adición de este metal tiene un efecto inhibitorio en 
la actividad lacasa a las concentraciones estudiadas.  
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Tabla 5.3 Actividad lacasa-ABTS en los extractos del proceso de degradación de 
crisantemo y rosa a 2vvm con la adición de Zn en la reacción enzimática. 
Concentración de final de Zn+2 
en la reacción enzimática 
Disminución de la actividad lacasa-ABTS1 
(%) 
Crisantemo Rosa 
20 ppm  0.2 12 
40 ppm  8 21 
80 ppm  21 30 
1La comparación se hace con respecto al proceso con el Zn contenido en el extracto proveniente del proceso 
de degradación del residuo. 
 
El contenido de cobre es otra diferencia entre los dos residuos, 71.4% mayor para los de 
crisantemo, y teniendo en cuenta que es un inductor de la lacasa, se realizaron ensayos 
similares a los del Zn, pero con adición de cobre. En la reacción enzimática se adicionó Cu 
a concentraciones finales de 20, 40 y 80 ppm y se comparó con la reacción sin adición de 
este metal, la cual contiene el proveniente de cada residuo. Los resultados se muestran en 
la Tabla 5.4, en donde puede observarse que la adición de Cu, indujo la enzima. De esta 
manera se comprueba la mayor actividad de esta enzima en los residuos de crisantemo 
debido al menor contenido de Zn y al mayor contenido de Cu comparado con los residuos 
de rosa. 
 
Tabla 5.4 Actividad lacasa-ABTS en los extractos del proceso de degradación de 
crisantemo y rosa a 2vvm con la adición de Cu en la reacción enzimática. 
Concentración final de Cu+2 
en la reacción enzimática 
Incremento de la actividad lacasa-ABTS1 
(%) 
Crisantemo Rosa 
20 ppm  10 2 
40 ppm  13 7 
80 ppm  19 41 
1La comparación se hace con respecto al proceso con el Zn contenido en el extracto proveniente del proceso 
de degradación del residuo. 
 
Los resultados encontrados están de acuerdo con otros estudios como el de Liu y col. 
(2009), quienes realizaron la reación de la lacasa con ABTS y con la adición de metales 
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como Zn+2, Cu+2, Co+2, Mn+2, entre otros. En todos los casos demostraron que los iones 
metálicos evaluados inhibieron la actividad de la lacasa. Murugesan y col. (2009), 
evaluaron la influencia de diferentes metales sobre la actividad lacasa. La actividad lacasa 
incrementó con la adición de iones como Ca+2, Cu+2, Co+2 y Zn+2 a bajas concentraciones 
(1 mM). Al aumentar la concentración de Cu+2 y Zn+2 hasta 5 mM la actividad de la 
enzima disminuyó. 
 
La otra enzima que también es significativamente diferente en los dos residuos es la β-
glucosidasa y aunque no se encuentran reportes de inhibición por la presencia de zinc, 
debe investigarse el efecto de este metal sobre su actividad. 
 
Otro factor que pudo influir sobre la diferencia encontrada en la actividad lacasa entre los 
dos residuos es el contenido de lignina, 17.5% para el residuo de crisantemo y 14.8 % para 
el residuo de rosa. Tinoco y col. (2010) observaron que la adición de cobre o de lignina al 
medio de cultivo tuvo una fuerte influencia positiva sobre la producción de lacasa por P. 
ostreatus. Cuando los agregaron simultáneamente, la actividad fue más alta que la suma de 
los valores en las inducciones individuales, presentando un efecto sinérgico sobre la 
producción de la enzima. El residuo de crisantemo tiene mayor contenido de cobre y de 
lignina que el residuo de rosa, y es por esto que las actividades de la lacasa fueron mayores 
para el cultivo en el residuo de crisantemo. 
 
Aunque la productividad volumétrica de la lacasa-ABTS fue menor, 110 U/L/h, que para 
el residuo de crisantemo, 195.6 U/L/h, sigue siendo un valor alto si se compara con 
reportes de otras investigaciones, cuyos resultados se mostraron en a sección 
correspondiente a los residuos de crisantemo.  
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La productividad enzimática más alta de lacasa-DMP fue 81.6 U/L/h en el proceso con 
inductores a 2 vvm.  Este valor es mayor que el obtenido en otros estudios, en donde 
usaron medios sintéticos para la producción de esta enzima con P. ostreatus en cultivo 
sumergido, como por ejemplo 28.5 U/L/h (Téllez-Téllez y col., 2008) y 28.2 U/L/h 
(Tlecuitl-Beristain y col., 2008).  
 
La actividad de MnP estuvo influenciada por la adición de manganeso y de aire. No hubo 
diferencia significativa entre los procesos a 1 y 2 vvm, y el aumento con respecto al 
proceso a 0 vvm fue del 8.6%. Al comparar los procesos a 2 vvm con y sin inductores, el 
incremento fue del 36%. La actividad MnP aumentó con la adición de Mn+2. Por lo 
anterior, los dos efectos estudiados influyeron positivamente en la actividad de esta 
enzima. Sin embargo, la actividad fue 53% menor que la obtenida en el proceso de 
degradación de los residuos de crisantemo. El contenido de manganeso en los dos residuos 
es muy similar, 70.7 y 86.3 ppm para crisantemo y rosa, respectivamente, y por lo tanto no 
puede atribuirse la menor actividad de la MnP a este factor. Una explicación a este 
comportamiento podría ser la diferencia en la concentración de residuos, 6.3% (p/v) para 
crisantemo y 10% (p/v) para rosa. El mayor porcentaje de residuos de rosa en el cultivo 
pudo afectar la transferencia de masa y por lo tanto la expresión de las ligninasas.  
 
Los residuos de rosa, al igual que los de crisantemo, favorecieron la producción de la MnP, 
confirmando nuevamente que la presencia de sustratos lignocelulósicos son un 
prerrequisito para la producción de esta enzima, como lo reportaron Elisashvili y col., 
(2006), quienes no detectaron la producción de esta enzima por Pleurostus dryinus cuando 
usaron un medio sintético.  
 
En cuanto a la evaluación de las enzimas encargadas de la degradación de la celulosa, los 
resultados de las actividades endoglucanasa y CBH-avicel son muy similares a los 
obtenidos en el cultivo con crisantemo. Las diferencias se presentaron en la CBH-PNPC y 
la β-glucosidasa.   
 
118 Degradación de residuos de floricultura para la obtención de azúcares con hongos lignocelulolíticos 
 
La endoglucanasa presentó la mayor actividad en el proceso a 1 vvm y fue 
significativamente diferente de los demás procesos, excepto para el proceso a nivel de 
matraz. Aumentar el flujo de aire de 0 a 1 vvm, llevó a un amento del 44% en la actividad. 
Sin embargo, esto no se observó en los procesos sin inductores, donde no hubo diferencia 
significativa en la actividad. 
 
Las celobiohidrolasas se evaluaron en dos sustratos y se presentó un comportamiento 
diferente. La actividad CBH-Avicel no fue significativamente diferente en los tres 
procesos evaluados y, por lo tanto, no hay influencia del flujo de aire. Se observó el mismo 
comportamiento en los procesos sin inductores. Los datos de la actividad CBH-PNPC 
muestran que hay diferencia significativa de la actividad en los tres procesos y el valor 
más alto se obtuvo a 2 vvm con inductores, obteniéndose un incremento del 100% con 
respecto al proceso a 0 vvm. En este caso hay una influencia positiva del flujo de aire 
sobre la actividad, con y sin inductores.  
 
En cuanto al efecto de los inductores para las endo y exo celulasas, en general no se 
encuentra efecto positivo o negativo sobre la actividad. Aunque se ha reportado inhibición 
por la presencia del cobre en concentraciones de 0.2 a 1 mM (Geiger y col., 1998), en el 
presente trabajo se encontró que a la concentración de cobre presente en el residuo (0.014 
mM) y a la resultante de la adición de cobre 3 mM (equivalente a 7.5 mM de sulfato de 
cobre) no hubo inhibición de las endo y exocelulasas. 
 
Las diferencias presentadas en las actividades de las celobiohidrolasas con los dos 
sustratos son debidas a que el PNPC es un derivado soluble de la celulosa y representa solo 
la celulosa amorfa, mientras que el avicel representa la cristalina. Es importante hacer la 
evaluación en los dos sustratos debido a que las celulasas comúnmente utilizadas en las 
aplicaciones industriales son las que atacan la celulosa insoluble, la cual tiene tanto 
regiones amorfas como cristalinas (Bao y col., 2011).  
 
El residuo de rosa, al igual que el de crisantemo, es un sustrato apto para la producción de 
celulasas y  β-glucosidasa por P. ostreatus, y sus productividades volumétricas fueron 0.9 
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U/L/h para CMCasa, 36.8 U/L/h para CBH-PNPC y 215.3 U/L/h para β-glucosidasa. 
Isikhuemhen y Mikiashvilli (2009) cultivaron P. ostreatus sobre paja de trigo en estado 
sólido para la producción de estas enzimas y las productividades fueron 1.6 U/L/h para 
CMCasa, 2.8 U/L/h para CBH-PNPC y 2.3 U/L/h para β-glucosidasa. El sustrato residuos 
de rosa permitió obtener mayores productividades para la CBH y la β-glucosidasa, siendo 
13 y 94 veces mayores.  
 
Con respecto a la inhibición de la CBH por la presencia de celobiosa, el análisis del 
comportamiento es el mismo que para los residuos de crisantemo. En cuanto a la glucosa, 
es posible que haya inhibido la celobiohidrolasa y la CMCasa, y esta sería una razón para 
que el porcentaje de  hidrólisis fuera del 45.7% y no más alto. 
  
La actividad de la β-glucosidasa fue más alta cuando el proceso fue realizado sin cobre y 
manganeso debido a que el cobre es un inhibidor como lo reportaron Zhang y col. (2007) y 
Lin y col. (2010). Otro factor que incrementó la actividad fue la inyección de aire, como se 
observa en el proceso con inductores, en donde hubo un incremento de 37% en la actividad 
de la β-glucosidasa al cambiar de 0 a 2 vvm.  En el proceso sin inductores el incremento de 
la actividad fue del 85%, valor más alto en comparación con el proceso con inductores, 
debido a que en estos procesos el contenido de cobre corresponde al presente en el residuo 
(8.9 ppm) y, por lo tanto, probablemente no hubo inhibición de la actividad de esta 
enzima. 
 
La alta actividad detectada para la β-glucosidasa, 6811.9 U/L, en el proceso de 
degradación de los residuos de rosa es una alternativa económica para la producción de 
esta enzima, por usar como sustrato desechos de floricultura, y por la alta productividad 
volumétrica encontrada, 284 U/L/h. Si se compara con otras investigaciones, la actividad 
es aproximadamente el doble de las reportadas por Shah y col. (2006), 3750 U/L y Morais 
y col. (2002b), 3850 U/L, quienes produjeron la enzima con P. ostreatus. Trichoderma 
reesei y Aspergillus niger en co-cultivo sobre residuos de papel durante 7 días. La 
actividad de la β-glucosidasa fue 3070 U/L (Juhász y col., 2003).  
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Aunque la productividad la β-glucosidasa fue más baja, 284 U/L/h, que la obtenida con el 
residuo de crisantemo, 396.4 U/L/h, sigue siendo mayor que en otras investigaciones, 
como en el caso de García-Kirchner y col. (2005), quienes obtuvieron una productividad 
volumétrica de la enzima de 100 U/L/h en el cultivo de Aspergillus niger, uno de los 
microorganismos más eficientes para la producción de β-glucosidasa. 
 
En esta investigación no se cuantificaron hemicelulasas, pero la presencia de arabinosa, 
galactosa, manosa y xilosa en algunas cromatografías, como las presentadas en el Anexo I, 
muestran indirectamente la actividad de estas enzimas. Las cantidades de estos azúcares 
fueron mínimas y variaron en los diversos procesos estudiados. Sin embargo se resalta que 
en todos los hidrolizados obtenidos luego de la degradación estuvieron presentes 
celobiosa, glucosa y manosa, siempre con mayor porcentaje de glucosa, seguido de la 
manosa y una mínima cantidad de celobiosa. La obtención de manosa estaría mostrando 
indirectamente la actividad la endo-1.4-β-mananasa producida por P. ostreatus. Esta 
enzima fue reportada por primera vez en cultivos de P. ostreatus por Baldrian y col. 
(2005). 
5.3.3. Evaluación de la fracción sólida obtenida en el proceso de 
degradación de rosa y crisantemo a 2 vvm bajo condiciones 
óptimas. 
La presencia de las enzimas en la fracción sólida se evaluó para verificar si estas quedaron 
adsorbidas en el residuo tratado. Esta evaluación no se hace, generalmente, por ser un 
proceso dispendioso. Sin embargo, en este trabajo se estudió para explicar de una mejor 
forma las difrencias entre los dos procesos. Los resultados de la Tabla 5.5 muestran las 
actividades enzimáticas para los dos residuos. En todos los casos las actividades 
enzimáticas son más altas en la fracción líquida (Tabla 5.1 y 5.2) que en la sólida (Tabla 
5.5), a excepción de CBH-avicel para crisantemo. El porcentaje de adsorción de las 
enzimas lacasas para ambos residuos fue baja. Para el residuo de crisantemo los 
porcentajes de adsorción más altos fueron para la endoglucanasa y la CBH-avicel. En 
cuanto a la endoglucanasa se adsorbió aproximadamente 30% para ambos residuos, pero 
hay una gran diferencia en los porcentajes de adsorción de las enzimas CBH-PNPC y MnP 
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para el residuo de rosa, siendo mayores que en los residuos de crisantemo. Por lo anterior, 
la actividad de estas enzimas en la fracción líquida fue menor para el proceso de 
degradación de rosa y esto se vio reflejado en el menor porcentaje de hidrólisis. 
 
Tabla 5.5 Actividades enzimáticas en la fracción sólida obtenidas a partir del proceso de 
degradación de los residuos de rosa y crisantemo con P. ostreatus en condiciones óptimas 
a 2 vvm. 
Enzima 
Crisantemo Rosa 
Actividad 
(U/L) 
Adsorción 
(%) 
Actividad 
(U/L) 
Adsorción 
(%) 
Lacasa (ABTS)  203.2±6.6 4 281.2±9.6 9.6 
Lacasa (DMP) 82±4 3 160.6±3.2 7.6 
MnP 28.8±2.5 4 118.1±6.2 21.2 
Endo-1,4-β-glucanasa  5.5±0.5 32.4 6.5±0.5 29.6 
Celobiohidrolasa (Avicel) 12.2±1 65 8.3±0.7 41.3 
Celobiohidrolasa (PNPC) 20.80±2.1 1.6 814.4±14.1 48 
1,4- β-glucosidasa 438.13±18.8 5 210±15 4.1 
Los datos son el promedio de tres réplicas +DS 
 
Existen pocos estudios sobre la evaluación de las enzimas en la fracción sólida. La 
distribución de la endoglucanasa, β-glucosidasa y celobiohidrolasa fue estudiada en detalle 
en cultivos líquidos (con celulosa) con el HPB Volvariella volvácea (Cai y col.,1999).  Los 
autores informaron que el 33% de la endoglucanasa y el 31% de la celobiohidrolasa 
estuvieron presentes en la fracción sólida, y en el caso de la β-glucosidasa, la actividad fue 
aproximadamente tres veces más alta que en la fracción líquida. La distribución para la β-
glucosidasa en cultivos de T. versicolor y P. chrysosporium fue estudiada por Deshpande y 
col. (1978) y Evans y col. (1994), quienes reportaron que la distribución de la actividad 
varió dependiendo de las condiciones de crecimiento. Para las endo-hidrolasas no encontró 
actividad asociada en la fracción sólida, mientras que para las exo-hidrolasas hallaron 
cantidades significativas en la fracción sólida. Valášková y Baldrian (2006), reportaron la 
presencia de lacasa, MnP, CBH-PNPC y β-glucosidasa en la fracción sólida, luego del 
cultivo líquido de P. ostreatus en un medio sintético. Los porcentajes de adsorción fueron 
38.8, 5.4, 87 y 65%, respectivamente. También se resalta el alto porcentaje de las 
exoglucanasas en la fración sólida. Al igual que en estas investigaciones, en los procesos 
de degradación con los residuos de rosa y crisantemo se observó que los porcentajes más 
altos de adsorción fueron para las exoglucanasas. La asociación de estas enzimas con la 
hifa fúngica parece ser lógica, debido a que provee mono y disacáridos directamente 
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utilizables por los hongos (Valášková & Baldrian, 2006). Sin embargo, en el presente 
trabajo las enzimas pueden estar presentes tanto en la hifa como en el residuo 
lignocelulósico remanente en la fracción sólida. 
 
Uno de los aspectos significantes en la hidrólisis de la celulosa es la adsorción de las 
enzimas celulolíticas por los componentes activos del sustrato celulósico. Una correlación 
positiva entre la adsorción de celulasa y la hidrólisis enzimática de la celulosa fue 
observada por Klyosov y col. (1986). Esta demostró que el área superficial disponible de la 
celulosa juega un papel importante en la interacción entre la celulasa y la celulosa y es una 
etapa esencial para el proceso de hidrólisis. Se ha demostrado que la celulosa adsorbe 
fuertemente a la celulasa bajo condiciones óptimas por acción enzimática y el grado de 
adsorción es proporcional a la concentración inicial de la celulosa.  
 
La hidrólisis de la celulosa tiene en tres etapas: adsorción de las enzimas celulasas a la 
superficie de la celulosa, la biodegradación de celulosa hasta azúcares fermentables y la 
desorción de las celulasas. La actividad de las celulasas disminuye durante la hidrólisis. La 
adsorción irreversible de las celulasas a la celulosa es parcialmente responsable de su 
desactivación (Converse y col., 1988). La adición de surfactantes durante la hidrólisis 
modifica las propiedades de la superficie de la celulosa y minimiza el enlace irreversible 
de la celulasa sobre la celulosa. La adsorción no solo se presenta para la celulosa sino 
también para la lignina. Sun y Cheng (2002) reportaron que la conversión de la celulosa 
mejora con la adición de surfactante porque reduce la adsorción de la celulasa sobre la 
lignina, debido a que la interacción hidrofóbica del surfactante con la lignina ocurre en la 
superficie del sustrato. Tal interacción libera las uniones no especificas de la enzima 
(Eriksson y col., 2002). Surfactantes no iónicos como el Tween-80® y el polietilen glicol 
epoxidado se usan frecuentemente. En la degradación de los residuos de flores no se 
usaron surfactantes, pero este sería un parámetro a estudiar para mejorar el porcentaje de 
hidrólisis de la celulosa. 
 
La biodegradación de los materiales lignocelulósicos se ha analizado por su contenido de 
lignina al inicio y al final del proceso o por la pérdida de peso, como un indicativo de la 
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degradación de dicho material. En el proceso de degradación de residuos de rosa y 
crisantemo con P. ostreatus se obtienen los residuos degradados mezclados con el micelio 
del hongo, lo que dificulta la separación de la biomasa para cuantificarla, al igual que el 
contenido de lignina al final del proceso. Sin embargo, como una aproximación, se 
determinaron los pesos de todos los componentes al inicio y al final en los procesos 
optimizados a 2 vvm.  
 
Se obtuvo una disminución de peso del 14.7%±1.1 para el residuo de crisantemo y 
12.5±0.6 para el residuo de rosa. Aunque es una aproximación y teniendo en cuenta que el 
hongo debió crecer y no se conoce la biomasa formada, es posible que el porcentaje de 
pérdida de peso haya sido mayor. Otra cuantificación que se realizó fue la medida del 
extracto líquido obtenido en cada caso para evaluar las pérdidas con respecto al volumen 
inicial cargado. En los procesos de crisantemo y rosa a nivel de matraz se perdió el 10% 
del extracto y en los procesos a 0 vvm y a 2 vvm el 12% y el 22.5%, respectivamente. Si 
se analiza desde el punto de vista de costos y dirigido solo a la obtención de azúcares, se 
podría seleccionar el proceso a 0 vvm, ya que la diferencia en la concentración de azúcares 
no es significativa, y la aireación implica un consumo adicional de energía. 
5.3.4. Determinación de algunos compuestos producidos en el proceso de 
degradación de rosa y crisantemo a 2 vvm bajo condiciones 
óptimas. 
Durante la hidrólisis de materiales lignocelulósicos se forman y liberan una amplia 
variedad de compuestos inhibitorios para algunos microorganismos. Basados en su origen, 
los inhibidores se dividen en tres grupos: ácidos débiles, derivados del furano y 
compuestos fenólicos. Cuando las hemicelulosas se hidrolizan a xilosa, se liberan manosa, 
ácido acético, galactosa y glucosa. Bajo altas temperaturas y presiones, la xilosa es además 
degradada a furfural. De forma similar, la degradación de las hexosas forma el 
hidroximetilfurfual (HMF). Los compuestos fenólicos se generan por el rompimiento 
parcial de la lignina y también se ha reportado que se forman durante la degradación de los 
carbohidratos (Palmqvist & Hahn-Hägerdal, 2000a). 
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Por lo anterior, se verificó la presencia de los compuestos mencionados para ampliar las 
aplicaciones del extracto obtenido. En la Tabla 5.6 se muestran los resultados y se 
comprueba que no hay presencia o las concentraciones son no detectables. Esto se 
esperaba por el tipo de proceso de degradación que se realizó, y es una de las ventajas de 
los tratamientos biológicos. La determinación de los compuestos fenólicos se realizó 
porque han presentado un efecto inhibitorio en la fermentación de S. cerevisiae para la 
producción de etanol, una de las posibles aplicaciones del extracto. El 4-ácido 
hidroxibenzoico en concentración de 1 g/L ha causado disminución del 30% del 
rendimiento de etanol. La vainillina es menos tóxica que el 4-ácido hidroxibenzoico, y la 
presencia de 1 g/L causó 25% de disminución en el rendimiento de etanol, mientras que el 
ácido vainillinico no tuvo efecto a concentraciones hasta de 1 g/L (Palmqvist & Hahn-
Hägerdal, 2000a). 
 
Tabla 5.6 Concentración de algunos compuestos producto del proceso de degradación 
presentes en el extracto obtenido a condiciones óptimas y 2 vvm. 
Compuesto Concentración 
(g/L) 
Crisantemo Rosa 
Ácido acético 1.28 1.28 
5-HMF ND 0.012 
Furfural ND ND 
Ácido 4-hidroxibenzoico ND ND 
4-hidroxibenzaldehido 0.013 ND 
Ácido vainillínico 0.009 ND 
Ácido siríngico ND ND 
Vainillina ND 0.003 
Siringaldehido ND 0.015 
Ácido p-cumárico 0.047 ND 
Ácido ferúlico 0.107 0.044 
ND: No detectable 
 
Las bajas concentraciones (menor a 100 mM) de ácidos débiles han mostrado que ejercen 
un efecto estimulatorio en la producción de etanol por S. cerevisiae. A altas 
concentraciones, mayor que 200 mM, los ácidos carboxílicos disminuyen el rendimiento 
de etanol (Palmqvist & Hahn-Hägerdal, 2000a). EL ácido acético detectado en el extracto 
obtenido luego del proceso de degradación de los residuos de rosa y crisantemo está en 
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baja concentración 21.3 mM, y por lo tanto no sería una limitante para la producción de 
etanol.  
 
Los compuestos fenólicos en el extracto no se detectaron o tuvieron bajas concentraciones, 
lo cual se explica por la presencia de lacasa y MnP que actuaron degradando dichos 
compuestos. El uso de estas enzimas hace parte de la etapa de detoxificación de los 
hidrolizados lignocelulósicos por la presencia de estos inhibidores (Palmqvist & Hahn-
Hägerdal, 2000b). 
  
Capítulo 6.  Evaluación del hidrolizado obtenido en 
la degradación de los residuos de crisantemo por 
Pleurotus ostreatus para la producción de etanol 
con Saccharomyces cerevisiae 
6.1. Introducción  
La biomasa lignocelulósica, así como los residuos agrícolas y forestales, y los cultivos 
energéticos, puede servir como materia prima de bajo costo para la producción de etanol. 
La estructura de la lignocelulosa usualmente requiere pre-tratamientos con ácidos diluidos 
o explosión con vapor para luego hidrolizarla. Los hidrolizados son fermentados a etanol 
con levaduras u otros microorganismos. 
 
La fermentación de los hidrolizados lignocelulósicos es más difícil que en los procesos 
tradicionales para la producción de etanol a partir de melazas o almidón. Por un lado, 
debido a la presencia de una amplia variedad de compuestos inhibidores, en donde la 
composición y la concentración dependen del material lignocelulósico, del tipo de pre-
tratamiento y del proceso de hidrólisis. Por el otro, los hidrolizados de hemicelulosa 
contienen pentosas y no solo hexosas, siendo la xilosa el azúcar predominante cuando se 
emplean hemicelulosas de las maderas duras. Así, los microorganismos fermentativos no 
solo deben ser capaces de producir etanol a partir de los hidrolizados con un alto 
rendimiento y productividad, sino que también deben resistir a los inhibidores y producir 
etanol a partir de pentosas, sin generar otros productos que puedan ser perjudiciales para la 
salud o para el medio ambiente.  
La levadura S. cerevisiae es la más usada comercialmente, pues es de fácil manipulación y 
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recuperación, no es exigente en cuanto a su cultivo y tiene la capacidad de fermentar 
rápidamente azúcares como glucosa, sacarosa, maltosa, maltotriosa, fructosa, manosa y 
galactosa, aunque no fermenta xilosa o arabinosa. Tiene alta tolerancia al etanol y crece 
bien a pH bajos, reduciendo los problemas de contaminación (Drapcho y col., 2008). 
 
S. cerevisiae sigue la ruta metabólica glicolítica (Embden-Meyerhof-Parnas o EMP). En la 
forma más simple, la producción de etanol a partir de glucosa se expresa según la siguiente 
reacción: 
 
C6H12O6   →   2C2H5OH + 2CO2 + Energía 
 
De acuerdo con la estequiometría de esta reacción, el rendimiento teórico máximo es 0.511 
g de etanol producido por g de glucosa consumida. Este rendimiento nunca puede 
alcanzarse en la práctica debido a que no toda la glucosa consumida se transforma en 
etanol, ya que una parte se usa para la síntesis de masa celular, mantenimiento celular y 
producción de otros productos como el glicerol, ácido acético, ácido láctico y ácido 
succínico. Bajo condiciones ideales, el rendimiento que se puede alcanzar está entre el 90 a 
95% del valor máximo teórico (Drapcho y col., 2008). 
 
En el proceso de degradación de residuos de crisantemo bajo las mejores condiciones, 
estudiado en el Capítulo 5, se generó un hidrolizado con azúcares fermentables. El 
objetivo de esta etapa del proyecto fue evaluar la producción de etanol a partir del 
hidrolizado obtenido y usando un medio sintético como control.  
6.2 Metodología 
6.2.1. Microorganismo 
S. cerevisiae cepa SOL/M5 del Banco de Cepas del Laboratorio de Biotecnología Aplicada 
de la Pontificia Universidad Javeriana.  
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6.2.2.  Producción de etanol 
 
 Inóculo 
S. cerevisiae fue sembrada masivamente en agar YGC (por sus siglas en inglés) (extracto 
de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, glucosa 20 g/L y cloranfenicol 0.1 g/L, agar 15 g/L). 
Se incubó a 30°C durante 24 horas. Con las células crecidas en las cajas de petri en agar 
YGC se realizó una suspensión celular en solución salina (NaCl) estéril 0.85% (p/v). La 
absorbancia de esta suspensión a 620 nm fue 0.622 con dilución 1/5 en solución salina. 
 
 Fermentación discontinua del hidrolizado y del medio YGC 
modificado con S. cerevisiae 
Para esta etapa se usó el hidrolizado obtenido en el proceso de degradación de residuos de 
crisantemo obtenido a las condiciones del estudio en reactor con inyección de aire a un 
flujo de 2 vvm (numeral 5.3.1). La concentración de azúcares reductores fue 21.2 g/L con 
el perfil mostrado en la Figura 5.1, en donde se observa que el contenido glucosa es 15.2 
g/L y de manosa es 3.1 g/L, ambas hexosas fermentables por S. cerevisiae.  
 
Con el mismo inóculo se realizaron fermentaciones con el hidrolizado (sin adición de 
ningún nutriente) y con el medio YGCM (YGC modificado). Este medio se modificó en 
cuanto a la concentración de glucosa, usando la misma del hidrolizado como un control 
positivo. La composición del medio YGCM fue extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 
g/L, cloranfenicol 0.1 g/L y glucosa 15.2 g/L. Sin embargo, al cuantificar la glucosa en la 
hora cero, los valores determinados experimentalmente fueron 14.4 g/L para la 
fermentación del hidrolizado y 11.4 g/L para la fermentación con el medio YGCM. Para 
los análisis se tienen en cuenta los valores al iniciar la fermentación.  
 
Se adicionaron 5.4 mL de hidrolizado o de YGCM en condiciones estériles y 0.6 mL de la 
suspensión celular, en frascos con tapa rosca con capacidad de 7 mL. Se incubaron a 30°C 
con agitación (150 rpm) durante 14 horas en agitador orbital, retirando 3 frascos cada 2 h, 
para hacer mediciones de etanol y de pH. 
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6.2.3. Determinación de glucosa 
La concentración de glucosa se determinó mediante la técnica de glucosa oxidasa según 
Trinder (1969) (kit comercial Labtest), luego de centrifugar la muestra a 1500 g por 10 
minutos. Esta técnica consiste en mezclar 10 µL de muestra con 1 mL de reactivo, incubar 
en baño termostatado a 37°C durante 15 minutos, y  determinar la absorbancia a 505 nm 
utilizando como blanco 1 mL de reactivo. La medición debe realizarse dentro de los 30 
minutos posteriores a la preparación de la muestra. Se realizó una curva de calibración 
utilizando soluciones con concentraciones conocidas de glucosa en el intervalo de 1 a 3 
g/L (Anexo B). 
6.2.4. Determinación de etanol 
Las concentración de etanol fue determinada mediante HPLC, utilizando una columna 
Bio-Rad Aminex HPX-87H (Filadelfia, PA, USA), y un cromatógrafo Shimadzu 
Prominence LC-20AT (Tokyo, Japón). Como fase móvil se utilizó ácido sulfúrico 0.005 N 
a una velocidad de flujo de 0.6 mL/min. Se inyectaron 20 µL de manera automática. La 
temperatura de la columna se fijó a 60°C y se utilizó un detector de índice de refracción. 
La curva de calibración se muestra en el Anexo J. 
6.2.6.  Análisis estadístico 
Las medias, desviaciones estándar y coeficientes de variación de biomasa, glucosa y etanol 
para cada hora de reacción, se calcularon a partir de los valores medidos a tres cultivos 
haciendo uso de la hoja de cálculo Excel de Microsoft Office 2010 (Microsoft Corp., 
Estados Unidos). 
6.3. Resultados y discusión  
6.3.1. Fermentación del hidrolizado con S. cerevisiae 
La Figura 6.1 muestra el comportamiento de las variables evaluadas durante la 
fermentación.  El consumo de glucosa y de manosa es evidencia de su transformación en 
etanol. El consumo de glucosa fue 99% y el de manosa 86%. La máxima producción de 
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etanol se presentó en la hora 10 con una concentración de 7.6±0.24 g/L. En la Figura 6.2 
se presenta una de las cromatografías a ese tiempo, en la que se observa claramente el pico 
correpondiente al etanol, la cantidad residual de glucosa y manosa. La manosa se 
consumió porque es un isomero de la glucosa y puede ser fermentado por S. cerevisiae 
mediante la vía glicolítica de Embden Meyerhof. Después de la fosforilación por 
hexoquinasa, la manosa-6-fosfato es isomerizada a fructosa-6-fosfato por la fosfomanosa 
isomerasa. La hexoquinasa también es responsable de la fosforilación de la fructosa o 
fructosa-6-fosfato, la cual posteriormente es metabolizada a través de la glicólisis para 
finalmente obtener etanol (Maris y col., 2006). 
 
La composión del hidrolizado aportó los componentes requeridos para la producción de 
etanol y, por lo tanto, no fue necesaria la adición de ninguna fuente de nitrógeno. En otros 
trabajos se hizo la adición para la fermentación con S. cerevisiae de sustratos provenientes 
de hidrólisis de materiales lignocelulósicos como álamo amarillo y residuos de madera, en 
los que se usaron peptona y extracto de levadura (Lee y col., 2011).  
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Figura 6.1 Cinética del consumo de sustrato y producción de etanol por S. cerevisiae 
cultivada en el hidrolizado. 
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Nombre Tiempo de retención 
(min) 
Concentración 
(g/L) 
Celobiosa 7.932 0.673 
Glucosa 9.600 0.177 
Manosa 9.888 0.440 
Etanol 22.428 7.567 
 
Figura 6.2 Cromatografía de la cuantificación de etanol en el hidrolizado fermentado por 
S. cerevisiae en la hora 10. Columna Biorad Aminex HPX-87H 
6.3.2. Fermentación del medio YGCM con S. cerevisiae 
En la Figura 6.3 se presentan los resultados de la fermentación del medio YGCM con S. 
cerevisiae. El consumo de glucosa fue del 91.2%, valor menor que para el hidrolizado. La 
máxima concentración de etanol, 5.4±0.41 g/L, se obtuvo luego de 8 horas de proceso, 2 
horas antes que con el hidrolizado. En la Figura 6.4 se observa la cuantificación de etanol 
para una de las muestras en la hora 8, al igual que para el hidrolizado se tiene glucosa 
residual pero no manosa ni celobiosa, ya que este medio no las contiene en su 
composición.  
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Figura 6.3 Cinética del consumo de sustrato y producción de etanol por S. cerevisiae 
cultivada en el medio YGCM 
 
En las figuras 6.1 y 6.3 se observa que el valor del pH disminuyó a través del tiempo para 
la fermentación de los dos sustratos, debido a la formación de otros productos como los 
ácidos acético, láctico y succínico (Drapcho, 2008). El pH en el hidrolizado varía desde 
6.9 a 6.7, y en el caso de YGCM de 6.6 a 5.7. La mayor variación del pH para el medio 
sintético pudo favorecer el rendimiento de etanol a partir de sustrato, Yp/s, como se muestra 
en la Tabla 6.1. Lo anterior pudo presentarse porque la máxima producción de etanol para 
el medio YGCM se dio a pH 5.7 y para el hidrolizado a pH 6.7, valor que no está cercano 
al óptimo. La producción de etanol con S. cerevisiae se realiza a pH entre 4.5 y 5.0 
(Carvalho y col., 2003). En otras investigaciones para producción de etanol se ha 
encontrado que el pH óptimo está entre 4 y 5. Cuando se han usado valores de pH entre 6 y 
7 el rendimiento disminuye en 10 y 15% repectivamente (Atkinson y Mavituna, 1991). Por 
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esta razón se podría mejorar la producción de etanol con el hidrolizado, disminuyendo el 
pH inicial. 
      
 
 
Nombre Tiempo de retención 
(min) 
Concentración 
(g/L) 
Glucosa 9.499 1.091 
Etanol 22.765 5.929 
 
Figura 6.4 Cromatografía de la cuantificación de etanol en el YGCM fermentado por S. 
cerevisiae en la hora 8. Columna Biorad Aminex HPX-87H. 
6.3.3. Determinación de rendimiento y productividad para las 
fermentaciones del hidrolizado y del medio YGCM con S. 
cerevisiae. 
Los parámetros para las dos fermentaciones se muestran en la Tabla 6.1. El Yp/s se calculó 
con el sustrato total alimentado al sistema de fermentación sin restar el sustrato residual, 
teniendo en cuenta que en la industria se determina de esta manera (Dodić y col., 2009; 
Kuhad y col., 2010). Para los cálculos del rendimiento del hidrolizado se tuvieron en 
cuenta la glucosa y la manosa. 
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Tabla 6.1 Rendimiento y productividad para las fermentaciones con el hidrolizado y con 
medio YGCM por S. cerevisiae 
Parámetro Medios 
 Hidrolizado YGCM 
Yp/s (g/g) 0.43 0.47 
Qp (g/L/h) 0.76 0.67 
%Y p/s 84 92 
Qp  = Productividad de etanol 
Yp/s = Rendimiento etanol a partir de sustrato 
% Yp/s = Rendimiento etanol a partir de sustrato con respecto al teórico que es 0.511 
 
 
Cerveró y col. (2010) utilizaron el residuo de la extracción de aceite de palma, por su 
contenido de carbohidratos para hidrolizarlo y obtener manosa, glucosa y galactosa. 
Teniendo en cuenta que S. cerevisiae es capaz de fermentar estos azúcares, realizaron la 
producción de etanol con el hidrolizado. La concentración obtenida fue de 12.5 g/L, con 
un rendimiento de etanol a partir de la manosa y glucosa del 52%, valor que justificaron 
por la presencia de inhibidores. Sin embargo, el proceso tuvo como ventaja que no se 
adicionó ningún nutriente para la fermentación.  
 
Al igual que en la investigación de Cerveró y col. (2010), en este trabajo no hubo 
necesidad de adicionar extracto de levadura o peptona al hidrolizado evaluado, lo que 
demuestra que contiene los nutrientes suficientes para hacer que la levadura crezca y 
fermente. El hidrolizado contiene 448.7 mg/L de proteínas o aminoácidos, como se 
determinó en la etapa de degradación del residuo de crisantemo (Tabla 5.1), que permiten 
la adecuada fermentación. Además S. cerevisiae requiere ciertos minerales como Ca, Mg, 
Mn, Co, Fe, Cu, K, Na, Zn para el crecimiento y producción de etanol (Drapcho y col., 
2008), y la mayoría de ellos están presentes en el hidrolizado, otra razón que favorece el 
proceso.  
Kuhad y col. (2010) realizaron la bio-conversión de los carbohidratos presentes en papel 
periódico a azúcares por sacarificación enzimática y posteriormente fermentaron el 
producto para obtener etanol con S. cerevisiae. La fermentación por lotes del hidrolizado, 
con una concentración de 14.64 g/L de azúcares, produjo 5.64 g/L de etanol con 
rendimiento y productividad de 0.39 g/g  y 0.71 g/L/h, respectivamente, después de 8 
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horas de cultivo. En la fermentación por lote alimentado, el hidrolizado contenía 38.21 g/L 
de azúcares, y se produjeron 14.77 g/L de etanol, lo que corresponde a un rendimiento de 
0.39 g/g y productividad 0.74 g/L/h, después de 20 horas de incubación.  
 
Ghorbani y col. (2011) realizaron la inmovilizacion de S. cerevisiae para producir etanol 
continuamente usando melaza de caña. La máxima producción de etanol, el rendimiento 
con respecto al teórico y la productividad fueron 19.15 g/L, 46.23% y 2.39 g/L/h. Behera y 
col. (2011) tambien usaron la inmovilización de S. cerevisiae con flores de Mahula. La 
concentración de etanol con células inmovilizadas fue 37.2 g/L, 9.2% más que con células 
libres (33.8 g/L). El rendimiento de etanol a partir de sustrato fue 0.455 g/g y la 
productividad 0.387 g/L/h para células inmovilizadas y 0.424 g/g y 0.352 g/L/h para 
células libres. Estos resultados sugieren que otra opción que podría implementarse para 
mejorar el proceso es la inmovilización, aunque la productividad reportada por Behera y 
col. (2011) fue menor a la obtenida con el hidrolizado usado en en el presente trabajo. 
 
El Yp/s en la fermentación con el YGCM fue 92% con respecto al teórico y para el 
hidrolizado fue de 84%, teniendo en cuenta la glucosa y la manosa. Este alto rendimiento 
sugiere que sería interesante seguir el estudio de la producción de etanol a partir del 
hidrolizado proveniente de la degradación de residuos de flores, dado que a nivel industrial 
es aceptable entre 90 y 95% del valor teórico (Bai y col., 2008). Además presenta ventajas 
como la baja concentración de ácido acético, 21.3 mM (1.28 g/L), un inhibidor común 
presente en los hidrolizados de lignocelulosa. Este ácido inhibe el crecimiento de las 
levaduras y la producción de etanol y es generado por la deacetilación de la hemicelulosa 
durante el pre-tratamiento (Su y col., 2010). Palmqvist y Hägerdal (2000a) afirmaron que 
bajas concentraciones de ácidos carboxílicos (<100 mM) incrementan el rendimiento de 
etanol a pH 5.5, mientras que altas concentraciones de ácidos carboxilícos (>200 mM) lo 
reducen.  
 
La presencia de la enzima lacasa en el hidrolizado de crisantemo ayudó a la detoxificación, 
razón por la cual la concentración de inhibidores fue baja, tal y como se muestra en la 
Tabla 5.6. Este procedimiento de detoxificación ha sido reportado por Jönsson  y col. 
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(1998), quienes usaron lacasa en los hidrolizados que posteriormente fermentaron con S. 
cerevisiae y encontraron mayor productividad de etanol para las muestras tratadas con la 
lacasa que para las muestras sin tratar. Chandel y col. (2007) trataron bagazo de caña con 
HCl, y al hidrolizado proveniente de este proceso le adicionaron la enzima lacasa. Como 
resultado, el contenido de fenoles se redujo en 77.5%. 
 
Existen varios estudios para la producción de etanol usando fermentación y sacarificación 
simultánea para lo cual se requiere hidrólisis enzimática. Las concentraciones de etanol 
obtenidas varían dependiendo del residuo, y es así como al usar rastrojos de maíz la 
concentración fue 16.8 g/L (Ohgrem y col., 2007), con sorgo dulce 16.2 g/L (Ballesteros y 
col., 2004), con tallos de maíz 5 g/L y con tallos de cebada  10 g/L (Belkacemi y col., 
2002).  El etanol obtenido en la presente investigación fue 7.5 g/L, sin embargo la 
hidrólisis se realizó con P. ostreatus y no con enzimas comerciales. 
 
Uno de los mayores inconvenientes en la producción de bioetanol a nivel económico es el 
carácter recalcitrante de la lignocelulosa. La técnica para superar este inconveniente ha 
sido el pretratamiento de la biomasa para remover las barreras y hacer mas accesible la 
celulosa a las enzimas hidrolíticas para la conversión a glucosa. Si los pretratamientos no 
son lo suficientemente eficientes, el residuo resultante no es fácilmente hidrolizable por las 
enzimas celulasas, y si es muy severo el resultado es la producción de compuestos tóxicos, 
los cuales inhiben el metabolismo microbiano. Los pretratamientos han sido vistos como 
una de las etapas más costosas en los procesos en los que se convierte a la biomasa a 
azúcares fermentables (Balat, 2011). En el presente trabajo se usó pretratamiento biológico 
y a la vez la hidrólisis de la celulosa para la obtención de azúcares fermentables en un solo 
proceso y en corto tiempo (24 h), haciéndolo llamativo a nivel económico. 
 
Los microorganismos para la producción de bioetanol pueden describirse en términos de 
los parámetros de rendimiento en la fermentación como: intervalo de temperatura, 
intervalo de pH, tolerancia al alcohol, velocidad de crecimiento, productividad, tolerancia 
osmótica, especificidad, rendimiento, estabilidad genética y tolerancia a inhibidores. Las 
características requeridas para que un microorganismo sea utilizado industrialmente son: 
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rendimiento de bioetanol mayor al 90% del teórico, tolerancia al bioetanol mayor a 40 g/L, 
productividad mayor a 1 g/L/h, crecimiento en medios de bajo costo, resistente a 
inhibidores y crecimiento en condiciones ácidas y en altas temperaturas para evitar 
contaminaciones (Balat, 2011).  
De acuerdo con los resultados de la Tabla 6.1 y lo descrito anteriormente, el proceso de 
ferementación para la producción de etanol con el hidrolizado proveniente de residuos de 
crisantemo requiere una evaluación más profunda. Sin embargo, se observa que cumple 
con algunas condiciones requeridas industrialmente, como es el bajo costo del sustrato, las 
bajas concentraciones de inhibidores y la productividad, y el rendimiento del bioetanol con 
respecto al teórico están muy cercanos a lo requerido. En cuanto a la concentraciones 
glucosa y manosa podría incrementarse mejorando el proceso de tratamiento biológico y 
evaluar la posibilidad de usar una fermentación alimentada con el hidrolizado para 
aumentar la producción de etanol. Según la Figura 6.1, en la hora 6, se ha consumido el 
78% de glucosa, por lo que podría alimentarse hidrolizado fresco en ese tiempo para que el 
microorganismo tenga disponible más sustrato y produzca más etanol. Lo anterior debe 
hacerse luego de evaluar la tolerancia de la cepa usada para verificar el número de 
alimentaciones que podrían hacerse. 
  
7. Conclusiones y Recomendaciones 
7.1 Conclusiones 
La obtención de azúcares fermentables a partir de recursos naturales renovables de bajo 
costo tiene gran interés por la necesidad de encontrar alternativas al petróleo, bien sea 
como materia prima para la producción de combustibles o para otros productos químicos. 
El rápido incremento de la bioenergía ha generado una creciente preocupación a nivel 
mundial por sus impactos sobre el suelo, los recursos hídricos y la seguridad alimentaria, 
que justifica la búsqueda de soluciones diferentes a las implementadas actualmente. Este 
trabajo estudió un tratamiento biológico con residuos de floricultura, que permite la 
obtención de un extracto rico en azúcares con alto porcentaje de glucosa y con mínimo 
contenido de inhibidores. Adicionalmente el extracto obtenido tiene altas actividades de 
lacasa, MnP y β-glucosidasa, por lo tanto puede ser usado en lugar de enzimas comerciales 
o plantear estrategias de purificación. 
 
A continuación se presentan las conclusiones de este trabajo. 
 
La mayor degradación de los residuos de crisantemo se obtuvo con un cultivo de P. 
ostreatus, y aunque los cultivos de T. versicolor y P. chrysosporium y los co-cultivos  
estudiados los degradaron, la concentración de azúcares reductores es inferior al menos en 
60% que la obtenida con P. ostreatus. El co-cultivo de P. ostreatus, T. versicolor y P. 
chrysosporium no favoreció el proceso de degradación.  
 
El cultivo con P. ostreatus degrada parcialmente el residuo de crisantemo en 24 horas a 
nivel de matraz de 250 mL. El mayor porcentaje de hidrólisis a este nivel fue 45% con las 
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siguientes condiciones de operación: concentración de residuo 6.3 % p/v, pH 5.6 y con 
concentraciones de sulfatos de cobre y de manganeso 7.5 mM. El cultivo con P. ostreatus 
degrada parcialmente el residuo de rosa en 24 horas a nivel de matraz de 250 mL. El 
mayor porcentaje de hidrólisis a este nivel fue 37% con las siguientes condiciones de 
operación: concentración de residuo 10 % p/v, pH 5.6 y con concentraciones de sulfatos de 
cobre y de manganeso 7.5 mM.  
 
El corto tiempo de degradación es una consecuencia de la manera en que se hizo el 
inóculo, creciendo sobre el mismo residuo, lo que reduce la etapa de adaptación y por lo 
tanto el tiempo del proceso. Además en forma de micelio lo que hace que la secreción de 
enzimas ocurra más rápidamente que cuando el inóculo se hace con esporas o con pellets. 
 
La disminución del porcentaje de hidrólisis para los residuos de rosa es consecuencia, 
principalmente, del mayor contenido de Zn en los residuos de esta flor, ya que este metal 
es tóxico para el hongo. Las relaciones C/N y celulosa/lignina, y las concentraciones de los 
demás elementos traza fueron similares en los dos residuos. También influye la mayor 
adsorción de MnP y de CBH-PNPC en la fracción sólida para los cultivos con residuos de 
rosa. 
 
El porcentaje de hidrólisis se incrementa con la inyección de aire, como lo demostró la 
degradación de residuos de crisantemo y de rosa en un reactor de tanque agitado de 1.5 L, 
en donde a las mismas condiciones que en matraz, pero con 2 vvm de aire, el porcentaje de 
hidrólisis fue 58% y 46%, respctivamente, es decir, 29% y 24% más que sin la presencia 
de aire.  
 
Para los procesos que tengan como objetivo la producción de azúcares reductores a partir 
de la degradación de residuos de crisantemo y rosa, no es necesario adicionar cobre pero 
debe adicionarse manganeso, hasta 7.5 mM de sulfato de manganeso. Una concentración 
mayor de este metal produce inhibición dando como resultado la reducción de la 
concentración de azúcares reductores. 
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Los residuos de rosa y crisantemo fueron sustratos que permitieron, además de la 
obtención de azúcares, la producción de las siguiente enzimas: MnP, lacasa, 
endoglucanasa, CBH y β-glucosidasa.  Las mayores actividades enzimáticas corresponden 
a lacasa y β-glucosidasa.  
 
Para los procesos que tengan como objetivo la producción de enzimas, las condiciones de 
operación deben seleccionarse en función de la enzima que desee producirse. Por ejemplo, 
para la endoglucanasa y CBH-avicel es mejor el proceso a 1 vvm con inductores, mientras 
que para la β-glucosidasa es mejor a 2 vvm y sin ellos. Para la lacasa y la MnP las mayores 
actividades enzimáticas se obtuvieron en el prceso a 2 vvm con inductores. 
 
En los cultivos con crisantemo y rosa hubo adsorción de enzimas en la fracción sólida. Los 
mayores porcentajes de adsorción, en los dos casos, fueron para las celobiohidrolasas 
sobre sustrato avicel. Para los residuos de rosa, el porcentaje de adsorción de las enzimas 
MnP y celobihidrolasa PNPC, fue muy superior que para los residus de crisantemo.  
 
Para todas las enzimas, con excepción de las endoglucanasas, las actividades enzimáticas 
fueron mayores en el cultivo con residuos de crisantemo, debido a las diferencias en la 
composición de lignina, celulosa y algunos elementos traza, y el mayor porcentaje de 
adsorción en la fracción sólida de algunas enzimas para los cultivos con residuos de rosa. 
 
Los procesos de degradación se realizaron en 24 horas, de forma tal que se obtuvieron 
altas productividades volumétricas para las enzimas. Sin embargo, si el objetivo es 
producir enzimas, se recomienda evaluar las actividades en función del tiempo, para 
establecer cuando se obtiene la máxima actividad. En el caso de las celulasas el proceso 
tendría como ventaja la reducción de la inhibición por el contenido de glucosa, porque el 
hongo la consume. Por otra parte, el contenido de celobiosa también estaría controlado por 
la alta actividad de la β- glucosidasa, que fue mayor a 6800 U/L. 
 
A las condiciones estudiadas para crisantemo: concentración de residuo 6.3%, 
concentración de sulfatos de cobre y manganeso 7.5 m, pH 5.6 y 2 vvm de aire, las 
Conclusiones y Recomendaciones 141 
 
enzimas que presentaron mayores actividades fueron CBH-PNPC (1248.7 U/L), lacasa-
ABTS (4693.4 U/L) y lacasa-DMP (2449.5 U/L). En el caso de la β-glucosidasa la mayor 
actividad se obtuvo sin inductores y fue 9513.0 U/L. 
 
A las condiciones estudiadas para rosa: concentración de residuo 10%, concentración de 
sulfatos de cobre y manganeso 7.5 m, pH 5.6 y 2 vvm de aire, las enzimas que presentaron 
mayores actividades fueron lacasa-ABTS (2640 U/L) y lacasa-DMP (1958 U/L). En el 
caso de la β-glucosidasa la mayor actividad se obtuvo sin inductores y fue 6811.9 U/L. 
   
El hidrolizado producto de la degradación de los residuos de crisantemo permitió la 
fermentación de manosa y glucosa para la producción de etanol con S. cerevisiae, con un 
rendimiento  del 84% con respecto al teórico. El ácido acético, algunos derivados del 
furano y algunos compuestos fenólicos presentes en el hidrolizado, no inhibieron la 
producción de etanol.  
7.2 Recomendaciones 
A pesar de que hay una diferencia significativa en la concentración de azúcares reductores 
producidos con P. ostreatus y los demás hongos y los co-cultivos, pueden existir 
condiciones diferentes que favorezcan la degradación de residuos de floricultura con ellos. 
Por ello, se recomienda evaluar la degradación de los residuos con T. versicolor y P. 
chrysosporium en las intervalos de las variables de estudio cercanos a los estudiados en 
este trabajo. 
 
Los procesos de degradación de los residuos de flores se llevaron a cabo a nivel de matraz 
con agitación orbital y cuando el proceso se realizó en el reactor de 1.5 L, donde se 
cambiaron las condiciones de agitación y de oxigenación, los resultados en cuanto a 
producción de azúcares fueron mejores. Se recomienda hacer un estudio más detallado a 
nivel de reactor, con el fin de generar información que permita escalar el proceso. 
 
Teniendo en cuenta que el clavel también genera una gran cantidad de residuos, es 
importante evaluar la degradación de este residuo. Estudios iniciales hechos en el marco de 
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este trabajo a las mejores condiciones para la degradación de residuos de crisantemo, 
tuvieron como resultado la degradación  de los mismos con un porcentaje de hidrólisis y 
una concentración de azúcares reductores similares.  
 
Una alternativa interesante es la producción de enzimas. Para profundizar en este campo, 
es importante estudiar la actividad enzimática en función del tiempo y el efecto de 
adicionar agentes de actividad superficial sobre la adsorción en la fracción sólida. 
 
En cuanto a la producción de enzimas, las mayores actividades fueron para la lacasa y la 
β-glucosidasa. Debido al contenido de iones metálicos en el extracto enzimático, se 
recomienda evaluar la actividad de estas enzimas a diferentes concentraciones de metales 
como el zinc, manganeso y cobre. 
 
Para mejorar la producción de etanol a partir del hidrolizado obtenido del proceso de 
degradación de crisantemo se recomienda: evaluar otras cepas de S. cerevisiae, que sean 
especifícas para la producción de etanol, realizar otro tipo de proceso, como por ejemplo 
lote alimentado en la fermentación, y evaluar otras condiciones iniciales de pH. 
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A. Anexo: Composición de medios 
Agar extracto de salvado de trigo (Ha y col.,  2001) 
La composición del medio se modificó en cuanto a la concentración de glucosa. 
Glucosa   10 g/L 
Peptona   5 g/L 
Extracto de levadura  2 g/L 
MnSO4   0.0845 g/L 
KH2PO4   1 g/L 
MgSO4.7H2O   0.5 g/L 
Agar-agar   15 g/L 
Los anteriores compuestos fueron disueltos en una solución extracto de salvado de trigo 
marca Toning, preparado de la siguiente manera: 
• Solución de extracto de salvado de trigo: Se pesaron 175 gramos de salvado de 
trigo y se mezclaron muy bien con 1 litro de agua destilada, se dejó en reposo 
durante 1 hora y posteriormente se pasó a través de un colador para obtener el 
extracto. 
Se esteriliza durante 15 minutos a 121oC, se sirve en cajas de Petri. 
 
Medio de cultivo (MC) para la producción del inóculo (Ha y col.,  2001) 
El medio referenciado está con 20 g/L de glucosa, para este trabajo la fuente de carbono se 
cambió por los residuos de flores (rosa y crisantemo). 
Residuo rosa o crisantemo 50 g/L 
Peptona   5 g/L 
Extracto de levadura  2 g/L 
MnSO4   0.0845 g/L 
KH2PO4   1 g/L 
MgSO4.7H2O   0.5 g/L 
Los anteriores compuestos se disuelven en una solución extracto de salvado. Se esteriliza 
durante 15 minutos a 121oC. 
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B. Anexo: Curvas de calibración para los métodos 
analíticos 
Todas las curvas de calibración se realizaron usando 3 muestras para cada concentración 
evaluada (n=3) 
Curva de calibración para determinar azúcares reductores por DNS con 
glucosa como patrón.  
 
                      
 
Curva de calibración para la determinación de proteínas por Bradford con 
albúmina bovina como patrón 
                       
Concentración (g/L)
0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2
A
bs
or
ba
nc
ia
 5
40
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
Y=0.5416X - 0.0344
R2 = 0.9999
Concentración (mg/L)
0 200 400 600 800 1000 1200
A
bo
sr
ba
nc
ia
 5
95
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
Y = 0.001X + 0.0629
R2 = 0.9925
158 Degradación de residuos de floricultura para la obtención de azúcares con hongos lignocelulolíticos 
 
Curva de calibración para determinar azúcares reductores por Somogyi con 
glucosa como patrón 
                   
 
Curva de calibración de  p-nitrofenol para la evaluación de CBH y β-
glucosidasas 
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Curva de calibración de  glucosa  para la cuantificación por glucosa oxidasa 
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C. Anexo: Distribución de tamaño de partícula de 
los residuos 
Análisis diferencial del tamizado- Diagrama ajustado para el intervalo de 
tamaño del incremento  
 
Crisantemo 
 
Muestra 1 (M1) .  Diámetro medio de masa= 0.38 mm         
 
                                                                                                                                                                            
                           
 
Muestra 2 (M2). Diámetro medio de masa= 0.86 mm 
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Muestra (M3). Diámetro medio de masa= 1.63 mm 
 
 
 
                                
 
 
 
Cromatografías de los extractos luego del proceso de degradación con P. 
ostreatus con las muestras de crisantemo M1, M2 y M3  
Columna: Aminex HPX-87P (300*7.8 mm) 
Flujo: 0.6 mL/min 
Inyección de muestra: 20 µL 
Fase móvil: Agua 
Temperatura: 84°C 
Detector: índice de refracción 
Curva patrón: Concentraciones 1, 3,5,7 y 10 g/L 
 
Patrón Tiempo de retención 
(min) 
Celobiosa 10.2 
Glucosa 12.4 
Xilosa 13.5 
Galactosa 14.3 
Arabinosa 15.4 
Manosa 16.4 
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Cromatografía del extracto luego del proceso de degradación con P. 
ostreatus con las muestra de crisantemo  M1 (0.38 mm) 
 
        
         Concentración de azúcares en g/L 
 
Cromatografía del extracto luego del proceso de degradación con P. 
ostreatus con las muestra de crisantemo  M2 (0.86 mm) 
 
              
                       Concentración de azúcares en g/L 
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Cromatografía del extracto luego del proceso de degradación con P. 
ostreatus con las muestra de crisantemo  M3 (1.63 mm) 
 
 
               
                       
                    Concentración de azúcares en g/L 
 
 
Análisis diferencial del tamizado- Diagrama ajustado para el intervalo de 
tamaño del incremento  
Rosa 
 
Única Muestra. Diámetro medio de masa= 0.38 mm                                                                                                                                            
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D. Anexo: Resultados de las pruebas de inhibición 
entre los hongos estudiados 
 
Crecimiento libre 
 
 
 
 
Crecimiento influenciado 
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E. Anexo: Diseño de experimentos para la 
degradación de residuos de crisantemo 
No. Exp. Bloque Concentración 
%(p/v) 
pH Cobre 
(mM) 
Manganeso 
(mM) 
1 1 7.5 4.5 0 2.5 
2 1 7.5 7.5 2.5 2.5 
3 1 7.5 4.5 2.5 2.5 
4 1 5 3 5 5 
5 1 10 6 5 0 
6 1 5 6 5 5 
7 1 10 3 0 5 
8 1 7.5 4.5 2.5 0 
9 1 5 3 5 0 
10 1 7.5 4.5 2.5 7.5 
11 1 5 6 5 0 
12 1 7.5 4.5 7.5 2.5 
13 1 5 3 0 5 
14 1 10 3 5 0 
15 1 7.5 4.5 2.5 2.5 
16 1 10 3 5 5 
17 1 12.5 4.5 2.5 2.5 
18 1 7.5 1.5 2.5 2.5 
19 1 7.5 4.5 2.5 2.5 
20 1 5 3 0 0 
21 1 10 6 5 5 
22 1 5 6 0 5 
23 1 2.5 4.5 2.5 2.5 
24 1 10 6 0 5 
25 1 10 3 0 0 
26 1 5 6 0 0 
27 1 10 6 0 0 
28 2 7.5 4.5 0 2.5 
29 2 7.5 7.5 2.5 2.5 
30 2 7.5 4.5 2.5 2.5 
31 2 5 3 5 5 
32 2 10 6 5 0 
33 2 5 6 5 5 
34 2 10 3 0 5 
35 2 7.5 4.5 2.5 0 
36 2 5 3 5 0 
37 2 7.5 4.5 2.5 7.5 
38 2 5 6 5 0 
39 2 7.5 4.5 7.5 2.5 
40 2 5 3 0 5 
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Continuación Anexo E 
No. Exp. Bloque Concentración 
%(p/v) 
pH Cobre 
(mM) 
Manganeso 
(mM) 
41 2 10 3 5 0 
42 2 7.5 4.5 2.5 2.5 
43 2 10 3 5 5 
44 2 12.5 4.5 2.5 2.5 
45 2 7.5 1.5 2.5 2.5 
46 2 7.5 4.5 2.5 2.5 
47 2 5 3 0 0 
48 2 10 6 5 5 
49 2 5 6 0 5 
50 2 2.5 4.5 2.5 2.5 
51 2 10 6 0 5 
52 2 10 3 0 0 
53 2 5 6 0 0 
54 2 10 6 0 0 
55 3 7.5 4.5 0 2.5 
56 3 7.5 7.5 2.5 2.5 
57 3 7.5 4.5 2.5 2.5 
58 3 5 3 5 5 
59 3 10 6 5 0 
60 3 5 6 5 5 
61 3 10 3 0 5 
62 3 7.5 4.5 2.5 0 
63 3 5 3 5 0 
64 3 7.5 4.5 2.5 7.5 
65 3 5 6 5 0 
66 3 7.5 4.5 7.5 2.5 
67 3 5 3 0 5 
68 3 10 3 5 0 
69 3 7.5 4.5 2.5 2.5 
70 3 10 3 5 5 
71 3 12.5 4.5 2.5 2.5 
72 3 7.5 1.5 2.5 2.5 
73 3 7.5 4.5 2.5 2.5 
74 3 5 3 0 0 
75 3 10 6 5 5 
76 3 5 6 0 5 
77 3 2.5 4.5 2.5 2.5 
78 3 10 6 0 5 
79 3 10 3 0 0 
80 3 5 6 0 0 
81 3 10 6 0 0 
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F. Anexo: Diseño de experimentos para la 
degradación de residuos de rosa 
No. Exp. Bloque Concentración 
%(p/v) 
pH Cobre 
(mM) 
Manganeso 
(mM) 
1 1 12.5 4.5 2.5 2.5 
2 1 5 3 5 5 
3 1 10 6 0 5 
4 1 5 3 5 0 
5 1 5 3 0 5 
6 1 2.5 4.5 2.5 2.5 
7 1 7.5 4.5 0 2.5 
8 1 10 3 5 0 
9 1 7.5 4.5 2.5 2.5 
10 1 7.5 4.5 2.5 7.5 
11 1 10 6 5 0 
12 1 7.5 4.5 2.5 2.5 
13 1 10 6 5 5 
14 1 5 6 5 5 
15 1 5 6 0 5 
16 1 10 6 0 0 
17 1 5 3 0 0 
18 1 5 6 0 0 
19 1 7.5 7.5 2.5 2.5 
20 1 10 3 5 5 
21 1 5 6 5 0 
22 1 10 3 0 5 
23 1 7.5 4.5 7.5 2.5 
24 1 10 3 0 0 
25 1 7.5 1.5 2.5 2.5 
26 1 7.5 4.5 2.5 0 
27 1 7.5 4.5 2.5 2.5 
28 2 12.5 4.5 2.5 2.5 
29 2 5 3 5 5 
30 2 10 6 0 5 
31 2 5 3 5 0 
32 2 5 3 0 5 
33 2 2.5 4.5 2.5 2.5 
34 2 7.5 4.5 0 2.5 
35 2 10 3 5 0 
36 2 7.5 4.5 2.5 2.5 
37 2 7.5 4.5 2.5 7.5 
38 2 10 6 5 0 
39 2 7.5 4.5 2.5 2.5 
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Continuación Anexo F 
No. Exp. Bloque Concentración 
%(p/v) 
pH Cobre 
(mM) 
Manganeso 
(mM) 
40 2 10 6 5                 5 
41 2 5 6 5 5 
42 2 5 6 0 5 
43 2 10 6 0 0 
44 2 5 3 0 0 
45 2 5 6 0 0 
46 2 7.5 7.5 2.5 2.5 
47 2 10 3 5 5 
48 2 5 6 5 0 
49 2 10 3 0 5 
50 2 7.5 4.5 7.5 2.5 
51 2 10 3 0 0 
52 2 7.5 1.5 2.5 2.5 
53 2 7.5 4.5 2.5 0 
54 2 7.5 4.5 2.5 2.5 
55 3 12.5 4.5 2.5 2.5 
56 3 5 3 5 5 
57 3 10 6 0 5 
58 3 5 3 5 0 
59 3 5 3 0 5 
60 3 2.5 4.5 2.5 2.5 
61 3 7.5 4.5 0 2.5 
62 3 10 3 5 0 
63 3 7.5 4.5 2.5 2.5 
64 3 7.5 4.5 2.5 7.5 
65 3 10 6 5 0 
66 3 7.5 4.5 2.5 2.5 
67 3 10 6 5 5 
68 3 5 6 5 5 
69 3 5 6 0 5 
70 3 10 6 0 0 
71 3 5 3 0 0 
72 3 5 6 0 0 
73 3 7.5 7.5 2.5 2.5 
74 3 10 3 5 5 
75 3 5 6 5 0 
76 3 10 3 0 5 
77 3 7.5 4.5 7.5 2.5 
78 3 10 3 0 0 
79 3 7.5 1.5 2.5 2.5 
80 3 7.5 4.5 2.5 0 
81 3 7.5 4.5 2.5 2.5 
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G. Anexo: Curva de calibración de azúcares para 
la columna Aminex HPX-87P. 
 
Patrones: celobiosa, glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y manosa. 
Concentraciones de los patrones de 1 a 30 g/L 
Fase móvil: Agua purificada a un flujo 0.4 mL/min y la temperatura de la columna fue 
84oC.  
Tiempo de corrida: 30 minutos 
Inyección: 20 µl 
La elución fue analizada con un detector de índice de refracción (Shimadzu RID-10A). 
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Cromatograma del patrón de azúcares en la columna Aminex HPX-87P 
La cuantificación se realizó mediante el Software del equipo con el método y las curvas de 
calibración mostradas anteriormente. A continuación se muestra un patrón de 10 g/L. 
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H. Anexo: Crecimiento de P. ostreatus en agar 
extracto de salvado de trigo con adición de Zn 
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I. Anexo: Cromatografías del extracto obtenido en 
los procesos de degradación en reactor 
Cromatografía del extracto obtenido en el proceso de degradación de 
crisantemo a 0 vvm. 
 
                                                         
                 Concentración de azúcares en g/L. 
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Cromatografía del extracto obtenido en el proceso de degradación de rosa a 
0 vvm 
                     
                          Concentración de azúcares en g/L. 
 
 
Cromatografía del extracto obtenido en el proceso de degradación de 
crisantemo sin inductores  a 2 vvm 
 
                
                   Concentración de azúcares en g/L. 
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J. Anexo: Curva de calibración para la 
cuantificación de etanol para la columna Aminex 
HPX-87H 
 
Patrones: celobiosa, glucosa, manosa y etanol. No se usaron xilosa y galactosa debido a 
que sale en el mismo tiempo de retención de la manosa. 
Concentración de los patrones de 1 a 20 g/L 
Fase móvil: Ácido sulfúrico 0.005 N a una velocidad de flujo de 0.6 mL/min, la 
temperatura de la columna se fijó a 60°C 
Tiempo de corrida: 30 minutos 
Inyección: 20 µl 
La elución fue analizada con un detector de índice de refracción (Shimadzu RID-10A). 
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